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Hace ya casi 7 años que decidí venir a trabajar a Valencia a este laboratorio, 
recién terminada la carrera. La verdad es que en aquel momento no sabía si tenía 
intención o no de escribir la Tesis Doctoral, sino que era más bien el simple hecho, o 
el deseo, o la ambición, de tener mi primer trabajo y ser independiente de una vez, y 
más en uno que tenía buena pinta, estaba relacionado con “lo mío” y a primera vista 
parecía que me gustaba. Recuerdo que un par de meses antes de terminar de 
estudiar le decía a todo el mundo que había encontrado trabajo, y me daban la 
enhorabuena, sobre todo por haber encontrado algo para trabajar como biólogo, y 
más en los tiempos que corrían. Pero bueno, yo sabía que tampoco estaba tan 
relacionado con lo mío: yo había estudiado animalitos y plantitas, y en breve, me iba 
a meter en un laboratorio puro y duro. 
 
He de reconocer que los inicios no fueron fáciles. Fui empalmando contratos de 
poco tiempo de duración, y mi situación no estaba para nada estabilizada. A lo que 
hay que sumar que cuando uno llega a un sitio nuevo, todo es desconocido, y tienes 
que estar aprendiendo constantemente, hasta que ya se coge una cierta soltura 
para poder hacer las cosas por uno mismo. A pesar de ello, no me costó mucho 
acostumbrarme al cambio radical en mi vida, quizá por mi capacidad para afrontar 
los problemas que surgen día a día, a lo que hay que sumar la ayuda incondicional de 
mis compañeros de trabajo. 
 
Con el paso del tiempo, me he llegado a encontrar muy a gusto y cómodo, y he 
ido conociendo a gente que realmente ha aportado mucho a mi vida profesional, 
llegando muchas de ellas a jugar un papel muy importante en mi vida personal; no 
sin olvidar a las personas que están en mi vida desde que tengo uso de razón, o han 
ido apareciendo en ella aportando muchas cosas buenas. Es por este motivo, 
porque el que quiero escribirles estas palabras, tanto a mis compañeros de trabajo 





que sin su aportación, esta Tesis Doctoral nunca habría sido posible. Muchas gracias 
a todos vosotros. 
 
En primer lugar quiero darles las gracias a Ángeles Álvarez Ribelles y a Juan 
Vicente Esplugues Mota, por haberme permitido realizar esta Tesis Doctoral bajo su 
dirección. Gracias Ángeles. Por brindarme la oportunidad de empezar a trabajar en 
este laboratorio, en el mini-grupo que formábamos Carmen, tu y yo cuando llegué. 
Por estar pendiente de mí en todo momento, solucionando los problemas que 
pudieran surgir. Por tu apoyo en lo profesional, y también en lo personal. Gracias 
Juan Vicente. Por haber confiado en mí y en mi trabajo, y por haberme brindado 
todo tu apoyo. También destacar a su padre, Juan Esplugues, y a la Fundación Juan 
Esplugues, por su apoyo en mis primeros momentos como investigador. 
 
En segundo lugar, pero no menos importante, a mis compañeros de 
laboratorio, ya que sin ellos, los días de trabajo se hubieran hecho mucho más 
largos. Gracias Carmen, gracias “Carmela” por todo. Por todos esos momentos que 
hemos vivido tanto dentro como fuera del laboratorio. Porque aunque hemos 
trabajado juntos codo con codo, muchas tardes nos hemos llamado para contarnos 
cosas que no hemos podido o querido contarnos en persona. Por tu ayuda 
incondicional en el laboratorio. Por esas reuniones de grupo improvisadas para 
“exponer nuestros resultados”. Por esas juergas que nos hemos pegado por 
Valencia y muchos otros lugares, con “bombas de humo” incluidas. Por saber 
entenderme en cosas que incluso yo no entendía. Por el apoyo mutuo que nos 
hemos dado siempre el uno al otro. Ya éramos amigos antes de conocernos, pero 
después de trabajar juntos, creo que ahora somos más que amigos, como la 
hermana mayor que nunca tuve. Porque aunque no estemos ya viviendo en la 
misma ciudad, seguimos muy en contacto. Muchas gracias por todo. Gracias César, 
gracias “Cesarito”. Porque no puede haber mejor tío que tú, tan trabajador, siempre 
dispuesto a ayudar, no sólo dentro del laboratorio, sino fuera de él. Por las risas por 





veces te digo, no se puede ser tan bueno, que luego te tratan de … Porque quiero 
verte enfadado algún día (aunque últimamente lo estoy viendo). Porque necesito 
saber qué es eso que te tomabas, que te estaba sentando muy bien. Nepal!!!!! 
Porque espero que te vaya todo genial, y verte en poco tiempo como doctor de dos 
maneras. Gracias Nicole, gracias “Nicoleta”, gracias “Cinquici”. Por tu alegría, que 
hace que los días de trabajo se hagan muchísimo más amenos. Por los días de 
modelado con almidón de patata: ¡Un árbol!... Porque desde que llegaste al 
laboratorio, sienta mucho mejor venir a trabajar. Y por esos mensajes de wassap 
cuando me retraso un poco, para preguntar que dónde ando, y “para más inri”, 
porque molas “mogolpón”. Gracias Jesús, gracias “Cosinillos”. Por  tu optimismo en 
tu trabajo y fuera de él. Por los días de playa y fiesta. Porque compras guacamayos 
en la frutería. Por tu grado de inopia inconsciente, que más de una vez me ha hecho 
sacar una sonrisa. Porque espero que te vaya genial en tu nueva aventura suiza. 
Gracias Amelia, gracias “Amelita”. Por tu espontaneidad y tu locura, que me han 
hecho reír en muchas ocasiones. Por tu ayuda al grupo y a mí en el trabajo, 
quitándonos la faena más pesada. Por los días de mercadillo juntos. Gracias Víctor. 
Por tu ayuda en el laboratorio, y ser de tu confianza al preguntarme dudas de 
trabajo. Gracias Fernando. Por tus ganas de aprender. Por estar siempre disponible 
para ayudar en cualquier cosa. Gracias Isa. Porque aunque hace poco que te uniste 
al grupo, ya estás trabajando conmigo mano a mano con los ratolines. Gracias 
Mariam, gracias Patri. Gracias Raquel, gracias “Raquelita”. Por las historias que nos 
contabas que amenizaban las mañanas en cultivos. Por las confesiones en la rampa 
del Clínico. Por tu espontaneidad, que me han hecho soltar una carcajada en 
muchas ocasiones. Porque te echamos mucho de menos… Y en último lugar, 
gracias “Silvia”, gracias “Tochi”, gracias “Murciégala”. Por los desayunos, por los 
arroces al horno y los pimientos rellenos, por la cenas en tu casa… Por las muchas 
veces que te hemos invitado a salir y no has “podido” venir. Por la largas 
conversaciones al teléfono por la tardes. Por ser una buena amiga de esas que se 
cuentan con los dedos de la mano. Y gracias a Toni y a los nanos, Raúl y Pablo, por 





todos vosotros porque me habéis demostrado que hay vida más allá del laboratorio, 
y eso lo hemos exprimido al máximo posible siempre que hemos podido. Por esto, y 
por muchas cosas más, que sepáis que siempre os llevaré en mi corazón.  
 
Gracias a todos los compañeros de laboratorio. Gracias Jorge. Gracias Miguel. 
Gracias Dulce. Gracias Pedro. Gracias Laura. Gracias Ana. Gracias Dolo. Gracias 
María. Gracias Miriam. Gracias Alberto. Gracias Susana. Gracias Rosa. Gracias Noelia. 
Gracias Sandra. Gracias Arancha. Y gracias también a la gente que ha pasado por el 
laboratorio. Gracias Lara. Gracias Miri. Gracias Irene. Gracias Jackie. Gracias Wil. 
Gracias Mario. Gracias Antonio. Gracias Sonia.  
 
Gracias a l@s mayores. Gracias Loles. Gracias María Ángeles. Gracias Sara. 
Gracias Víctor. Gracias Carlos. Gracias Nade. Gracias Miguel. Gracias José Luis. 
Gracias Benjamín. 
 
Gracias también a las compañeras del laboratorio de al lado. Gracias Cris. Por tu 
espontaneidad. Por nuestro intento de salir a correr, aunque yo fuera en bicicleta. 
Por nuestras quedadas cuando me dejo caer por Madrid. ¡Qué víva la novia! Gracias 
Paula. Por ser mi compañera de clases. Por las mañanas en el laboratorio intentando 
cuadrar las clases. Gracias Virginia. Por tu simpatía. Por hacer que compartir células 
para poder trabajar fuera una tarea demasiado fácil y cómoda. Y en extensión 
gracias a María Jesús. Por demostrarme lo que es amor a la ciencia. Por ser nuestra 
Presidenta de la SEF. 
 
Gracias también a nuestros técnicos de laboratorio. Gracias Amparo. Por 
enseñarme en mis comienzos en el laboratorio, pero no sólo dentro de él, sino 
también fuera. Por demostrarme que eres una gran persona, con mucha sensatez, a 
la que se le puede contar cualquier cosa. Por darme consejos que me han servido en 
muchas ocasiones. Por esos debates tempranos en la cocina con Silvia y Maruja. Por 





debates en el desayuno en los que intentábamos resolver el mundo. Por esos dulces 
que nos traías que nos endulzaban la mañana. Gracias Dora. Por tu sonrisa 
permanente en la cara. Por hacer de nuestras conversaciones una forma de 
alegrarnos las mañanas en cultivos.  Por los caquis, por las calabazas, por las cocas, 
por los dulces, por los nísperos… Gracias Inés. Por tu simpatía y por tu alegría. Por 
las largas conversaciones mientras yo operaba ratas. Porque aunque tu estancia fue 
corta, conectamos desde el minuto uno. Por tus ganas de aprender cada día, 
aunque no tuviera que ver nada con lo que tú hacías. Gracias Raúl. Por tus buenos 
días a primera hora de la mañana. Por ser el más madrugador todos los días, eso sí, 
siempre después que yo… 
 
Gracias a las secretarias del Departamento. Gracias Pepa. Por estar siempre 
dispuesta a organizar cosas por y para el laboratorio. Por ser la persona a la que 
preguntabas siempre que tenías una duda informática. Por esas risas viendo 
mensajes de wassap. Gracias Mamen. Por ayudarme en todo lo relacionado con el 
desarrollo de esta Tesis Doctoral. Por no mandarme a freir espárragos cuando te 
preguntaba las cosas muchas veces. Por hacerme muy fácil este proceso tan 
costoso. Por tu paciencia. Gracias María Ángeles. Por ayudarme en muchos temas 
relacionados con papeleo del Departamento.   
 
También quería agradecer a mis amigas de Soria de toda la vida. Gracias 
Carmen. Por ser como eres. Porque espero que no cambies nunca. Porque ya te he 
agradecido mucho antes, no? Y por extensión, gracias Ricky. Porque aunque nos 
conocemos de hace poco tiempo, he vivido ya bastantes experiencias en tu 
compañía. Gracias Faty. Por tu sinceridad. Por ser tan extrovertida y decir las cosas 
como las piensas. Gracias Rebe. Por tu simpatía. Por tus bromas. Porque siempre 
estás en la parra, cosa que me hace mucha gracia. Y en extensión, gracias Remy. Por 
no tener sentido del ridículo disfrazado casi desnudo metido en una bañera. Y en 
general para vosotros, gracias, por nuestros viajes, por nuestras cenas en Soria, por 





televisión en directo. Sabéis que sois de esos amigos con los que se puede contar 
para lo que sea, que aunque ahora estemos lejos físicamente, estamos siempre muy 
cerca. Gracias por todo de corazón. 
 
Por supuesto, agradecer a mi gran grupo de amigos del pueblo. Gracias Fer. Por 
ser como eres, por ser el primo perfecto. Por esas charlas en el banco cuando estoy 
de vacaciones por Soria. Por preguntarme siempre que cómo iba la Tesis. Gracias 
Sara. Por ser la mejor “prima política”. Por ser una de las personas a las que les 
puedo contar las cosas que me inquietan. Por atenderme al teléfono para 
solucionarme todos los problemas del banco. Y gracias a Elba, la pequeñaja del 
grupo. Gracias Laura. Por tu espontaneidad. Por tus bromas, por tus comentarios, 
que a todos nos hacen partirnos de risa. Porque aunque estando malita, esos 
comentarios siempre estaban. Porque espero que los problemillas se pasen y 
queden como una mera anécdota para que cuentes a tus nietos. Gracias Vicky. Por 
ser como eres, por ser la prima perfecta. Por estar dispuesta a cualquier plan. 
Porque me debes un jueves universitario por Soria. Gracias María. Por tu simpatía. 
Por esas noches de fiesta perfecta, llenas de risas. Por esas Fallas que pasamos 
llenas de risas. Gracias Noe. Gracias Roberto. Y gracias Iker. Gracias Marcos. Gracias 
Noelia. Gracias Rober. Gracias Encar. Gracias Tito. Y gracias Iván, hasta hace poco el 
más pequeño del grupo. Gracias Inés. Gracias Chus. Gracias Lorena. Gracias Mario. 
Gracias Dani. Gracias Soraya. Gracias Emilio. Gracias Cristina. Y en general, gracias a 
todos por esos momentos que hemos pasado en el pueblo, y por esos viajes que 
hemos hecho, incluso en algunas ocasiones todos juntos. 
 
Gracias Nico. Por esas largas conversaciones hablando de “nuestras cosas”. Por 
el 9 d’Octubre. Por ser mi confidente y yo el tuyo. Por esas quedadas para tomar 
algo y ver lo que se cuece por “Lotelito”. Por los Gins entre semana. Por enseñarme 
que se puede conocer a gente de muchas formas. Por ser como eres.  Gracias 
Enrico. Por las tardes que hemos pasado “tesisando” juntos. Porque fuiste un 





Agradecer también a mi vecina de toda la vida, Cristina. Gracias Cris. Por ser 
como eres, echada para adelante y sin que nada te frene. Por preguntarme siempre 
que nos juntamos como me va el trabajo por Valencia y como va la tesis. No cambies 
nunca.  
 
También quiero darles las gracias a mis amigos de Salamanca. Gracias Adrián. 
Por ser un gran compañero de habitación y de piso durante la carrera. Por 
demostrarme que eres una gran persona. Gracias Sergio. Por darme consejos muy 
útiles durante mis tres últimos años de carrera. Por hacer que compartir piso fuera 
una terea muy fácil. Gracias Adrián, gracias “Canario”. Por ser un gran amigo. 
Porque conectamos desde el primer momento que nos conocimos. Por mi visita a 
Canarias y tu visita a Soria. Porque te debo una visita a Zaragoza, más larga que la 
anterior, y tú me debes otra a Soria. Gracias Fany. Por tu simpatía. Por confiar en mí. 
Porque aunque estábamos lejos, y ahora más cerca, siempre hemos estado en 
contacto. Porque aunque nos vemos de Fallas a Fallas, estamos siempre en 
contacto. Gracias a mis compañeras de carrera. Gracias Sara. Gracias María. Gracias 
Elena. Gracias Jeza. Gracias Jenny. Por vuestra simpatía. Por vuestra sonrisa 
permanente en la cara. Por vuestras ganas de ayudar y por estar ahí siempre. Por 
vuestra locura, que me cautiva. Porque sois únicas. Porque creo que formamos un 
grupo de personas muy diferentes que encajamos perfectamente. Por llamarme 
Macho α del grupo, cosa que me provoca una gran sonrisa.  Gracias a mi “Manada 
de Bicholog@s”. 
 
No me puedo olvidar de darte las gracias, Edu. Gracias “chaval”. En realidad no 
puedo expresar el cariño que te tengo con palabras… Gracias por todo de corazón. 
Gracias por hacerme sentir una persona imporante en tu vida. Gracias por hacerme 
partícipe de muchas de tus cosas, tanto profesionales como personales. Gracias por 
invitarme al teatro tantas veces, al final me voy a tener que hacer crítico de teatro… 
Por que cuando estoy contigo, las horas se me hacen minutos, y los días se me 





conocimos. Porque espero tenerte siempre cerca, para poder compartir momentos 
como este, tan bonitos, siempre a tu lado.  
 
Y por último, pero no por ello menos importante, sino al contrario, gracias a mis 
padres. Gracias por estar ahí siempre. Por cuidarme y darme todo lo que habéis 
podido y más. Por hacerme ver la importancia de las cosas y valorar las cosas que 
realmente importan. Por ser como sois, aunque tenga que reconocer que en 
ocasiones no me guste. Porque sois lo más importante en mi vida y os quiero un 
montón, aunque no lo diga casi nunca. Porque juntos hemos superado situaciones 
difíciles, y eso me hace ver que sois y soy mucho más fuertes de lo que creía. Porque 








































































ADN: Ácido desoxirribonucleico 
ADNc: Ácido desoxirribonucleico complementario 
ADP: Adenosina difosfato 
Antagonistas CCR5: Antagonistas del co-receptor CCR5 
APV: Amprenavir 
ARN: Ácido ribonucleico 
ARNm: Ácido ribonucleico mensajero 
ATV: Atazanavir 
AZT: Zidovudina 
CCL3: “Chemokine C-C Ligand-3” 
CCL4: “Chemokine C-C Ligand-4” 
CCL5: “Chemokine C-C Ligand-5” 
CCR5: “C-C Chemokine Receptor Type-5” 
CD11d: “Integrin Alpha-D” 
COBI: Cobicistat 
CV: Carga Viral 
CXCR4: “C-X-C Chemokine Receptor Type-4” 




DPBS: “Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline” 
DMSO: “Dimethil sulfoxide” 
DRV: Darunavir 
DTG: Dolutegravir 
Dv: Diámetro venular 
d4T: Estavudina 
EFV: Efavirenz 






ESL-1: “E-Selectin Ligand-1” 
ETR: Etravirina 
EVG: Elvitegravir 
FDA: “Food and Drug Administration” 
fAPV: Fosamprenavir 
FITC: Fluoresceína isotiocianato 
FTC: Emtricitabina 
gp120: “Glycoprotein 120” 
gp150,95: “Integrin Alpha-X” 
GP1bα: “Platelet Glycoprotein 1b Alpha” 
gp41: “Glycoprotein 41”  
HBSS: “Hanks Balanced Salt Solution”  
HDL: “High-Density Lipoprotein” 
HSA: “Human Serum Albumin” 
HUVEC: “Human Umbilical Vein Endothelial Cell” 
ICAM-1: “Intercellular Cell Adhesion Molecule-1” 
ICAM-2: “Intercellular Cell Adhesion Molecule-2” 
IDV: Indinavir 
IF: Inhibidores de la fusión 
InInt: Inhibidores de la integrasa 
IP: Inhibidores de la proteasa 
ITIAN: Inhibidores de la transcriptasa inversa análogos de nucleós(t)ido 
ITINAN: Inhibidores de la transcriptasa inversa no análogos de nucleósido 
LFA-1: “Lymphocyte-Function-Associated-1” 
LPV: Lopinavir 
Mac-1: “Macrophage 1 Antigen” 








PAF: “Platelet Activating Factor” 
PAM: Presión arterial media 
PBMC: “Peripheral Blood Mononuclear Cell” 
PE: Ficoeritrina 
PECAM-1: “Platelet-Endothelial Cell Adhesion Molecule-1” 
PMN: “Polymorphonulear Cell” 




SIDA: Síndrome de la inmunodeficiencia adquirida 
SQV: Saquinavir 
TDF: Tenofovir 
TNF-α: “Tumor Necrosis Factor-α” 
TPV: Tipranavir 
T-20: Enfuvirtida 
VCAM-1: “Vascular Cell Adhesion Molecule-1 
VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana 
VIS: Virus de la inmunodeficiencia en simios 
VLA-4: “Very Late Antigen-4” 
Vmean: Flujo de los eritrocitos 
Vrbc: Velocidad de los eritrocitos 
ZDV: Zidovudina 










































































































La “Terapia Antirretroviral Combinada”, utilizada para el tratamiento de la 
infección por el VIH, se basa en la administración de al menos 3 fármacos: 2 ITIAN en 
combinación con 1 antagonista CCR5, 1 ITINAN, 1 InInt o 1 IP. Esta terapia se 
introdujo rápidamente debido a la gravedad de la enfermedad pero con su empleo 
han aparecido efectos adversos, teniendo las enfermedades cardiovasculares una 
incidencia del 15,7 % en estos pacientes. Se ha asociado la “Terapia Antirretroviral 
Combinada” con el desarrollo de enfermedades cardiovasculares; sin embargo, se 
desconoce el papel que tiene cada fármaco ya se administran en combinación. 
 
El objetivo del presente estudio fue realizar un estudio sistemático de los 
efectos proinflamatorios de concentraciones clínicamente relevantes de MVC 
(antagonista CCR5), EFV, NVP y RPV (ITINAN), RAL (InInt), LPV, ATV y DRV (IP) sobre 
la interacción leucocito-endotelio como primer paso en el desarrollo de 
enfermedades cardiovasculares con componente inflamatorio utilizando modelos in 
vivo e in vitro. Asímismo, intentamos determinar el mecanismo responsable de este 
proceso para los fármacos que dieran resultados positivos. 
 
Este estudio muestra que concentraciones plasmáticas de EFV, NVP y RPV, pero 
no de MVC, RAL, LPV, ATV y DRV, inducen interacciones leucocito-endotelio in vivo. 
En particular, EFV, NVP y RPV inducen rodamiento y adhesión de leucocitos sobre 
vénulas mesentéricas de rata, mientras que el parámetro de migración leucocitaria 
únicamente es producido por EFV y NVP, pero no por RPV. De nuevo EFV, NVP y RPV 
inducen interacciones leucocito (PMN y PBMC)-endotelio mientras que el resto de 
fármacos analizados (MVC, RAL, LPV, ATV y DRV) no inducen estas interacciones in 
vitro. EFV aumenta la expresión de Mac-1 (CD11b/CD18) y gp150,95 (CD11c/CD18) en 
neutrófilos y monocitos humanos, NVP no aumenta la expresión de ninguna de las 
moléculas analizadas y RPV aumenta la expresión de Mac-1 y gp150,95 en neutrófilos 
y únicamente CD11b en monocitos humanos. Ninguna de las moléculas de adhesión 
analizadas en linfocitos ni en células endoteliales ve modificada su expresión tras el 





ATV y DRV) no aumentan la expresión de las moléculas de adhesión tanto 
leucocitarias como endoteliales analizadas in vitro. 
 
Aunque la expresión de ICAM-1 no se ve modificada por los tratamientos con 
ninguno de los ITINAN, la acumulación leucocitaria inducida por EFV y RPV se debe a 
la interacción entre las moléculas de adhesión leucocitarias Mac-1 y gp150,95 con su 
ligando endotelial ICAM-1 ya que cuando se utilizan anticuerpos bloqueantes frente 
a estas moléculas se previenen los diferentes parámetros leucocitarios.  
 
También hemos analizado el papel de las combinaciones más utilizadas en la 
terapéutica actual sobre el proceso inflamatorio. TDF/FTC/EFV, ABC/3TC/EFV, 
TDF/FTC/RPV, ABC/3TC/RPV, ABC/3TC/ATV y ABC/3TC/DRV inducen rodamiento y 
adhesión en vénulas mesentéricas de rata in vivo. Sin embargo, únicamente 
TDF/FTC/EFV, ABC/3TC/EFV y ABC/3TC/RPV inducen migración leucocitaria. Las 
combinaciones TDF/FTC/ATV y TDF/FTC/DRV no modifican la interacción       
leucocito-endotelio in vivo. In vitro, TDF/FTC/EFV, ABC/3TC/EFV, TDF/FTC/RPV, 
ABC/3TC/RPV, ABC/3TC/ATV y ABC/3TC/DRV inducen rodamiento y adhesión de 
leucocitos (PMN y PBMC) sobre células endoteliales humanas mientras que 
TDF/FTC/ATV y TDF/FTC/DRV no modifican estos parámetros. 
 
Dado que las enfermedades cardiovasculares son una causa importante de 
muerte entre los pacientes que toman la “Terapia Antirretroviral Combinada”, el 
pautar unos fármacos u otros es de gran relevancia. Aunque estos resultados deben 
ser interpretados con precaución y cautela, se muestran evidencias de que los 
antagonistas CCR5, los InInt o los IP, o incluso el ITINAN RPV tienen mejor perfil 
proinflamatorio que los ITINAN EFV y NVP. Teniendo en cuenta su parecida eficacia 
para suprimir la replicación del virus, la toxicidad vascular de estos fármacos debería 
tenerse en cuenta a la hora de establecer una pauta posológica a un paciente 
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1.1. PROCESO INFLAMATORIO 
 
El proceso inflamatorio es una respuesta biológicamente activa que ocurre en 
tejidos conectivos vascularizados y surge con el fin defensivo de aislar y destruir a 
un agente dañino así como de reparar el tejido u órgano dañado. Este proceso 
consiste, en su primera fase, en la interacción de las células leucocitarias que 
circulan por el torrente sanguíneo con las células endoteliales que rodean la zona 
luminal del vaso sanguíneo implicado (Galkina et al., 2009, Carlos et al., 1994). Por lo 
tanto, en este mecanismo juegan un papel importante dos tipos celulares    
distintos: las células endoteliales y las células leucocitarias. 
 
El endotelio vascular es un órgano altamente especializado y metabólicamente 
muy activo que regula multitud de funciones vasculares. Es una monocapa contínua 
de células que separa la sangre del tejido subendotelial. En el momento que se 
produzca un daño inflamatorio, las células sanguíneas van a tener que atravesar el 
endotelio, por tanto, tienen una importancia crucial en dicho proceso. Las células 
endoteliales son las encargadas de regular este tránsito leucocitario así como el 
tráfico de mediadores mediante la modificación de las propiedades adhesivas entre 
ellas. 
 
Los leucocitos son las células implicadas en los mecanismos de defensa del 
organismo frente a sustancias patógenas, es decir, los efectores celulares de la 
respuesta inmunitaria. Estas células se mueven por la sangre libremente mediante 
pseudópodos y frente a un estímulo inflamatorio, pueden salir fuera de los vasos 
sanguíneos prolongando su contenido citoplasmático, proceso conocido como 
diapédesis. Esto les va a permitir tener contacto con diferentes tejidos u órganos 
donde van a ejercer sus funciones. 
 
La inflamación es la forma de manifestarse de muchas enfermedades. Se trata 





diferentes tipos de agentes inflamatorios. Se considera por tanto un mecanismo de 
inmunidad innata, en contraste con la reacción inmune adaptativa, específica para 
cada tipo de agente infeccioso. Se caracteriza por la aparición de tumefacción, 































1.1.1. INTERACCIÓN LEUCOCITO-ENDOTELIO 
 
El primer estadio del proceso inflamatorio lo constituye la interacción de las 
células leucocitarias con el endotelio vascular. Frente a un estímulo, células 
dendríticas, mastocitos y macrógafos van a segregar gran cantidad de mediadores 
inflamatorios que van a activar al endotelio vascular y a los leucocitos circulantes. 
Estos últimos van a ser rápidamente reclutados a los tejidos periféricos, siendo 
neutrófilos y monocitos el tipo celular leucocitario fundamental y mayoritario 
implicado en dicho proceso (Dimasi et al., 2013, Jaipersad et al., 2014).  Esta etapa 
está mediada por la interacción entre moléculas de adhesión presentes en los 
leucocitos y sus correspondientes ligandos existentes en las células endoteliales. El 
resultado es la extravasación de las células leucocitarias hasta el foco inflamatorio 
(Van Buul et al., 2004, Rao et al., 2007, Carman et al., 2008, Mitroulis et al., 2015), 
proceso que puede ser producido por una gran variedad de estímulos (Galkina et al., 
2009, Van Buul et al., 2004, McEver et al., 2010). 
 
De este modo, tiene lugar una cascada secuencial de reacciones reversibles y 
transitorias entre ambos tipos celulares (Brown, 1997) entre las que se distinguen 


















FIGURA 1. Etapas en el proceso de interacción leucocito-endotelio. En la figura se 
pueden observar las fases de rodamiento, adhesión y migración leucocitaria. Frente 
a un estímulo inflamatorio, los leucocitos se van a activar, interaccionando con el 



















Consiste en una deceleración en la velocidad de tránsito de los leucocitos 
(FIGURA 1). Como consecuencia, los leucocitos van a rodar por el endotelio en 
dirección al foco inflamatorio (Dimasi et al., 2013). Este proceso se inicia debido 
a la liberación de mediadores generados en respuesta a un daño producido  
(biológico, físico o químico, entre otros) que va a conllevar a una activación de 
los leucocitos, de las células endoteliales o de ambos tipos celulares. Esto va a 
producir un aumento de la expresión de las moléculas de adhesión 
pertenecientes a la familia de las selectinas (L-Selectina, E-Selectina y                   
P-Selectina), de las integrinas α4 (α4β1 y α4β7)
 y de las integrinas β2 [LFA-1 
(“Lymphocyte-Function-Associated-1”) y Mac-1 (“Macrophage 1 Antigen”)] (Ley 
et al., 2007) (FIGURA 2). La interacción entre estas moléculas de adhesión 
leucocitarias y endoteliales va a conducir al enlentecimiento de la velocidad de 
los leucocitos y por consiguiente, a un mayor contacto con el endotelio vascular 
(McEver et al., 2010, Brown, 1997, Ley et al., 2007). 
 
Dentro de las selectinas, L-Selectina se expresa constitutivamente en los 
leucocitos e interacciona con sus ligandos que se encuentran en las células 
endoteliales, como es el caso de PSGL-1 (“P-Selectin Glycoprotein Ligand-1”), 
mucinas y otros ligandos glicosilados (Brown, 1997, Sriramarao et al., 1994, Alon 
et al., 1995, Dimasi et al., 2013). E-Selectina y P-Selectina, expresadas en el 
endotelio vascular, interaccionan con sus ligandos presentes en leucocitos, que 
pueden ser PSGL-1, CD44, ESL-1 (“E-Selectin Ligand-1”) y otros ligandos 
glicosilados (Brown, 1997,  Sriramarao et al., 1994, Alon et al., 1995, Dimasi et al., 
2013). Existen evidencias de que la interacción entre E-Selectina y ESL-1 es 
necesaria para el paso a la siguiente etapa del proceso, la adhesión leucocitaria 
(Dimasi et al., 2013). Además P-Selectina también se expresa en gránulos 
intracitoplasmáticos de plaquetas, y al activarse, es traslocada a la membrana 
plasmática,  permitiendo la interacción con sus ligandos tanto en los leucocitos 






FIGURA 2. Etapas en el proceso de interacción leucocito-endotelio y principales 
moléculas de adhesión implicadas en cada una de ellas. En la figura se pueden 
observar las fases de rodamiento, adhesión y migración leucocitaria y las principales 
















En cuanto a las integrinas α4, cabe destacar la implicación en el proceso de 
rodamiento de la integrina α4β1 o VLA-4 (“Very Late Antigen-4”) y de la integrina 
α4β7, mediando en dicho proceso eosinófilos y linfocitos, respectivamente 
(Brown, 1997, Sriramarao et al., 1994, Alon et al., 1995). Estas moléculas de 
adhesión se expresan en las células leucocitarias e interaccionan con sus 
ligandos endoteliales, principalmente con VCAM-1 (“Vascular Cell Adhesion 
Molecule-1”) y MAdCAM-1 (“Mucosal Vascular Addressin Cell Adhesion 
Molecule-1”).  La integrinas son un tipo de receptores “susceptibles de ser 
activadas” que incrementan rápidamente su capacidad de unión a su ligando 
gracias a vías de señalización intracelulares (Dimasi et al., 2013). Existen en tres 
estados conformacionales, que condicionan su afinidad por sus diferentes 
ligandos: baja, media y alta afinidad (McEver et al., 2010, Ley et al., 2007).  
 
-  Baja afinidad: en este estado, las integrinas no van a interaccionar con sus 
ligandos aunque estos estén activados, ya que poseen una conformación 
cerrada  con el casco cerrado. 
- Media afinidad: tras la estimulación, las integrinas van a pasar a una 
conformación extendida, pero manteniendo el casco cerrado. 
-  Alta afinidad: si el estímulo persiste, la afinidad de las integrinas por sus 
ligandos va a aumentar, ya que se produce la apertura del casco manteniéndose 
la conformación extendida. 
 
Últimamente, y cada vez con más fuerza, se está relacionando a las integrinas β2 
con el proceso de rodamiento leucocitario. Se ha descrito que LFA-1 y Mac-1 
poseen un papel fundamental en dicho proceso (McEver et al., 2010, Ley et al., 
2007). Existen evidencias que no sólo implican  a E-Selectina en este proceso 
(Kunkel et al., 1996), sino que también se requiere la activación de LFA-1 y Mac-1 
(Jung et al., 1998, Dunne et al., 2002). En esta etapa, las integrinas adoptan una 





(“Intercellular Cell Adhesion Molecule-1”), su principal ligando en el endotelio 




Consiste en la interacción firme de los leucocitos con el endotelio. Tras el 
estímulo inflamatorio, y si éste persiste, los leucocitos en fase de rodamiento se 
van a activar y a adherirse firmemente al endotelio vascular (FIGURA 1). En este 
proceso participan las integrinas leucocitarias α4 y β2 y las inmunoglobulinas 
endoteliales [ICAM-1, ICAM-2 (“Intercellular Cell Adhesion Molecule-2”) y  
VCAM-1] (Ley et al., 2007, Lawrence et al., 1991) (FIGURA 2). Así, se va a producir 
la interacción específica entre las integrinas y las inmunoglobulinas, dando lugar 
a la adhesión célula-célula estable y próxima (Brown, 1997). 
 
Las integrinas α4 (VLA-4 y α4β7) interaccionan principalmente con VCAM-1 y las 
integrinas β2 (CD11/CD18) con LFA-1, Mac-1 y gp150,95 (“Integrin Alpha-X”) que 
interaccionan, en mayor medida, con ICAM-1 (Ley et al., 2007, Mitroulis et al., 
2015). Para que se produzca este proceso las integrinas leucocitarias deben 
estar activadas (en su conformación de máxima afinidad) (Dimasi et al., 2013).  
 
Las integrinas β2 son una familia de moléculas de adhesión leucocitarias que 
comparten la misma subunidad común β (CD18) y poseen una cadena α (CD11) 
diferente. La familia incluye 4 tipos conocidos de integrinas: αL (CD11a, LFA-1), 
αM (CD11b, Mac-1), αX (CD11c, gp150,95) y αD (CD11d, “Integrin Alpha-D”) 
(Carlos et al., 1994). La expresión de CD11b y CD11c en linfocitos es limitada, pero 
estas moléculas son movilizadas de vesículas secretoras intracelulares a la 
superficie de neutrófilos y monocitos tras pocos minutos de estimulación 
(Carlos et al., 1994). Como ya se ha mencionado previamente, su principal 
ligando es ICAM-1, que está expresado constitutivamente en la superficie de las 





también se ha relacionado con la fagocitosis, con la presentación de los 
antígenos por las células dendríticas y con la respuesta inflamatoria (Sadhu et 
al., 2007). Mac-1 (CD11b/CD18) ha sido propuesto como el nexo de unión entre la 
adhesión celular y la trombosis (Hirahashi et al., 2009) debido a su papel de 
mediar la adhesión de neutrófilos y monocitos a la pared de los vasos, 
mediando también en la agregación plaquetaria (Gawaz et al., 2005). 
 
En el endotelio vascular, las inmunoglobulinas leucocitarias ICAM-1, ICAM-2 y 
VCAM-1 se encuentran expresadas de forma constitutiva. Frente a un estímulo 
van a aumentar su expresión, facilitando la interacción con sus ligandos 
leucocitarios, aunque estas moléculas pueden unirse a dichos ligandos sin que 
se produzca una activación endotelial previa (Dimasi et al., 2013). Estas 
inmunogobulinas son glicoproteínas transmembrana que pueden estar 
presentes en varias isoformas en el tejido vascular. Se expresan de manera 
constitutiva en este tejido, y se han relacionado con el inicio del proceso 
inflamatorio, ya que sus ligandos leucocitarios principales son LFA-1 y Mac-1 
(Lyck et al, 2014). 
 
Así, la activación de las integrinas va a conllevar a la interacción específica entre 
las integrinas en estado de alta afinidad y las inmunoglobulinas, dando lugar a la 
adhesión célula-célula estable y próxima (Brown, 1997). Las integrinas activadas 
y unidas a sus ligandos endoteliales van a generar multitud de señales 
intracelulares que van a iniciar gran cantidad de rutas de señalización celular, 
que conllevarán a una fase de post-adhesión y estabilización, llegando a la fase 











Consiste en el paso de los leucocitos a través del endotelio vascular hasta el  
foco de la inflamación (FIGURA 1). Para que se llegue a este estadío, también es 
necesario que se produzca una activación leucocitaria. Las integrinas activadas 
van a emitir señales que hacen que las células leucocitarias, especialmente 
neutrófilos y monocitos, se aplanen y se concentren en ciertos lugares de los 
vasos sanguíneos para así poder migrar hacia el foco inflamatorio 
inmediatamente cuando se produzca el estímulo. Este proceso se denomina 
rastreo intravascular (Ley et al., 2007, Hynes, 1992). Los leucocitos van a 
atravesar los espacios intercelulares a través de las uniones presentes entre las 
células endoteliales y a través de la membrana basal perivascular, localizando 
los lugares más propicios para realizar este proceso (Hynes, 1992, Springer et 
al., 1994). Esta situación va  a suponer una alteración mínima de la estructura de 
la pared vascular (Ley et al., 2007, Springer et al., 1994). En este proceso de 
extravasación leucocitaria va a tener mucha importancia el complejo formado 
por las integrinas β2 (CD11/CD18)/ ICAM-1 (Carlos et al., 1994, Ley et al., 2007, 
Smith, 1993, Furie et al., 1991, Ebisawa et al., 1994, Luscinskas et al., 1991, Sadhu 
et al., 2007, Mitroulis et al., 2015) (FIGURA 2).  
 
También es importante la molécula de adhesión PECAM-1 o CD31           
(“Platelet-Endothelial Cell Adhesion Molecule-1”), que presenta niveles 
elevados en las uniones intercelulares (FIGURA 2). Además, esta molécula es 
capaz de producir la activación de las integrinas leucocitarias. 
 
Las células endoteliales forman unos complejos denominados “docking 
structures” o “transmigratory cups”, ricos en moléculas de adhesión como 
ICAM-1 y VCAM-1 entre otras, que ayudan a facilitar la migración de los 
leucocitos (Dimasi et al., 2013). Además, los leucocitos adheridos promueven la 
formación de microdominios pro-inflamatorios que expresan altas cantidades 





situación, los leucocitos activados migran a través de la barrera endotelial y 
posteriormente atraviesan la matriz extracelular para así llegar al lugar donde 
se haya producido la inflamación, donde realizarán su función (Van Buul et al., 
2004, Ley et al., 2007).  
 
Los leucocitos también expresan otras integrinas β1 y β3, aunque en niveles 
mucho más bajos. Estas moléculas de adhesión se van a unir a proteínas de la 
matriz extracelular, como Laminina, Fribronectina o Vitronectina, promoviendo 




DESARROLLO DE TROMBOSIS Y FORMACIÓN DE LA PLACA ATEROSCLERÓTICA  
Si el estímulo proinflamatorio persiste, se podría llegar a la trombosis y a la 
formación de la placa aterosclerótica (Jackson, 2011). En este proceso, van a 
jugar un papel muy importante las plaquetas, uniéndose entre ellas, uniéndose 
a leucocitos y/o a células endoteliales, favoreciendo también la unión entre 
ambos tipos celulares (Projahn et al., 2012, Gawaz et al., 2005). Bajo un estímulo 
inflamatorio, las plaquetas se van a unir a los leucocitos mediante la interacción 
entre P-Selectina y  su ligando leucocitario PSGL-1, unión que se estabiliza con la 
unión entre GPIbα (“Platelet Glycoprotein 1b Alpha”) plaquetaria y Mac-1 
leucocitaria (Projahn et al., 2012). Por otro lado, las plaquetas interaccionan con 
el endotelio vascular a través de P-Selectina y  E-Selectina. Está demostrado que 
P-Selectina media la adhesión de las plaquetas al endotelio venular y arterial en 
procesos inflamatorios agudos (Gawaz et al., 2005). 
 
Con todo ello, se llegaría a una fase inflamatoria irreversible, que conllevaría a la 
aterosclerosis, primera causa de infarto de miocardio en el mundo occidental 






1.2. TERAPIA ANTIRRETROVIRAL 
 
La “Terapia Antirretroviral Combinada” se utiliza para el tratamiento del 
Síndrome de la Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA), enfermedad causada por el 
virus del Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH). Esta Terapia permite suprimir 
la replicación del VIH, preservando o restaurando la función inmune, aumentando 
así la supervivencia de los pacientes infectados. Su principal inconveniente es que 
no permite erradicar el genoma viral de los tejidos reservorio, suponiendo un 
deterioro inmunológico y clínico de las personas infectadas y tratándose, por 
consiguiente, de un tratamiento de por vida.  
 
Esta terapia se empezó a desarrollar en la década de los 80, cuando se 
reportaron los primeros casos de infección por el VIH y se diagnosticaron los 
primeros enfermos de SIDA, tras reportar una forma rara de neumonía en 5 
personas homosexuales jóvenes (Barré-Sinoussi et al., 1983). Poco después, casos 
similares surgen por todo el mundo, describiéndose una enfermedad epidémica de 
la que se desconocía su etiología y su transmisión. Esta terapia se ha ido 
desarrollando hasta la actualidad intentando buscar fármacos que maximicen la 
supresión de la evolución del virus en el organismo y minimicen los efectos 
secundarios adversos que ésta produce. Existen más de 36 millones de personas 
infectadas actualmente por el VIH en todo el mundo, la mayoría de las cuales viven 













1.2.1. INFECCIÓN POR EL VIRUS DEL VIH 
 
El VIH es un lentivirus (género Lentivirus) perteneciente a la familia Retroviridae 
agente causal del SIDA. El virus VIH-1 fue descubierto por el equipo del Doctor Luc 
Montagnier en Francia en 1983 (Barré-Sinoussi et al, 1983) y el VIH-2 se aisló en 1986 
de pacientes con SIDA provenientes de África occidental por el equipo dei mismo 
doctor (Gallo et al, 1986). Su virión es esférico de un diámetro de 120-150 nm y está 
dotado de una envoltura y una cápside proteíca. Su genoma es de tipo cadena de 
ARN (Ácido ribonucleico) monocatenario que debe copiarse provisionalmente a 
ADN (Ácido desoxirribonucleico) para poder integrarse y multiplicarse en el genoma 
de la célula hospedadora a la cual infecta. Los antígenos específicos de su envoltura 
se acoplan perfectamente con las proteínas de la membrana de las células 
infectables, especialmente los linfocitos T CD4+.  
 
Se conocen, hasta la fecha, dos tipos de VIH: el VIH-1 y el VIH-2. El VIH-1 y el VIH-2 
poseen la misma estructura genética. Difieren entre ellos en las glicoproteínas de su 
envoltura proteíca y en su grado de virulencia. El tipo 1 es mucho más virulento e 
infeccioso, siendo el causante de la mayoría de la infecciones por el virus a nivel 
mundial, sin embargo, el tipo 2 es menos virulento y menos infeccioso, estando 
restringido únicamente a África occidental (Gilbert et al., 2003, Reeves et al., 2002).  
 
Esta infección se asocia a una alta tasa de replicación viral en el organismo que 
tiene lugar principalmente en los linfocitos T CD4+, pudiendo ocurrir también en 
otros tipos celulares, como monocitos y macrófagos, células dendríticas, células de 
Langerhans y células de la microglía del cerebro. Un paciente infectado es capaz de 
neutralizar los nuevos viriones formados y regenerar las células inmunes que se han 
destruido. Así, se logra un equilibrio entre la cantidad de virus circulante, carga viral 
(CV), y el sistema inmunológico, medido como recuento de linfocitos T CD4+. De 
este modo, la persona infectada se mantiene asintomática. Con el tiempo se puede 





de linfocitos T CD4+ (Ho et al., 1995, Wei, et al., 1995, Mellors et al., 1996). En este 
punto, se llega a lo que se conoce como fase de SIDA, produciéndose un deterioro 
inmunológico que permite la aparición de infecciones clásicas y oportunistas 
(Pantaleo et al., 1996). Si no se administra tratamiento, se podría llegar incluso a la 
muerte de la persona infectada. Actualmente, y gracias al desarrollo de la “Terapia 
Antirretroviral Combinada”, la mortalidad no asociada al SIDA en regiones con 
acceso al tratamiento esta causada principalmente por cáncer (23,5 %), 
enfermedades cardiovasculares (15,7 %) y enfermedades hepáticas (14,1 %), siendo 
estas patologías más frecuentes respecto a la población sana de las mismas 
características. 
 
Actualmente no existe una vacuna para el VIH, por lo que la prevención primaria 
sigue siendo el mecanismo más eficaz para combatir esta enfermedad. Aún así, se 
está investigando activamente en la búsqueda de una vacuna eficaz frente al SIDA. 
Los tratamientos en la actualidad se basan en la utilización de anticuerpos 
monoclonales, haciendo especial énfasis en situaciones en las que es probable que 
se transmita la enfermedad, como es el caso de la transmisión de la enfermedad 
madre-hijo (Hessell et al., 2013), aunque la profilaxis pre-exposición se considera 
eficaz a la hora de poder evitar el contagio de la enfermedad.  Existen resultados 
prometedores en primates no humanos (en macacos Rhesus), en los cuales estos 
anticuerpos monoclonales son capaces de neutralizar la infección causada por VIS 













1.2.2. CICLO BIOLÓGICO DEL VIRUS 
 
El principal lugar de replicación del virus se encuentra en los órganos linfoides, 
concretamente en los ganglios linfáticos aunque también se produce en diversos 
órganos como el cerebro, el timo o el intestino. El VIH también está presente en la 
sangre o en los fluídos genitales (Wei et al., 1995). 
 
El ciclo biológico del VIH consta de las siguientes fases (FIGURA 3): 
 
FIJACIÓN  
Es la primera etapa en la infección de la célula. Se basa en el reconocimiento 
mutuo y en el acoplamiento de las proteínas de la envoltura del virión - las 
glicoproteínas gp120 (“Glycoprotein  120”) y gp41 (“Glycoprotein 41”) - con sus 
receptores presentes en los linfocitos T CD4, los CD4. Este reconocimiento no 
es posible sin ayuda de co-receptores propios de las células susceptibles de ser 
invadidas: en el caso de los macrófagos son los CCR5 (“C-C Chemokine Receptor 
Type-5”) y en el caso de los linfocitos los CXCR4 (“C-X-C Chemokine Receptor 
Type-4”) que interaccionan con las proteínas superficiales del virus. Únicamente 
van a ser sensibles a la infección aquellas células que expresen estos 
receptores,  siendo este reconocimiento condición imprescindible para que el 






FIGURA 3. Esquema representativo del ciclo vital del VIH. En el esquema se pueden 
observar las distintas etapas del ciclo replicativo del ciclo biológico del virus: fijación, 
fusión, transcripción inversa, integración, transcripción, traducción, maduración y 




La envoltura lipídica del virus se va a fusionar con la membrana plasmática de la 
célula y se va a vaciar el contenido de la célula infectante en el interior de la 
célula hospedadora. Se eliminan las cubiertas proteicas, la cápside y la 
nucleocápside que protegen a las 2 copias de ARNm (Ácido ribonucleico 
mensajero, que forman el genoma viral) y sus proteínas asociadas. Así, el ARN 









Cada una de las 2 moléculas de ARNm llega asociada a una molécula de la 
enzima transcriptasa inversa, procedente del virión infectante, que se ocupa de 
dicho proceso. Esta transcripción inversa va a culminar con la formación de dos 
moléculas de ADNc (Ácido desoxirribonucleico complementario) 
monocatenario que posteriormente se asocian para formar una molécula de 
ADN.    
 
INTEGRACIÓN 
La cadena de ADN preformada va a penetrar en el núcleo de la célula 
hospedadora y gracias a la enzima integrasa, que también procede del virión 
infectante, se va a integrar en el ADN celular. En este punto, el ADN de la célula 




Como resultado de la transcripción del ADN vírico se va a obtener un ARNm 
complejo que debe ser procesado antes de que la información que contiene 
pueda servir para producir las correspondientes proteínas virales. Este proceso 
se realiza a través de los mecanismos normales de la célula hospedadora. Una 
vez procesado, el ARNm puede salir del núcleo hacia el citoplasma a través de 
los poros nucleares. 
 
 TRADUCCIÓN 
El ARNm proporciona la información para la traducción, es decir, para la síntesis 
de proteínas que se realiza a través de los ribosomas de la propia célula 
hospedadora. El resultado de la traducción no consiste inmediatamente en 







 MADURACIÓN Y ENSAMBLAJE 
Estas poliproteínas son cortadas en fragmentos y procesadas por la acción de 
las enzimas peptidasas específicas del VIH formando las proteínas constitutivas 
del virus. Estas proteínas se ensamblan, junto con el ARN proviral, para formar 
los constituyentes internos del virión que constituyen la cápside y su contenido. 
 
LIBERACIÓN 
Este último paso ocurre cuando los nucleoides víricos se aproximan a la 
membrana plasmática y se hacen envolver en una membrana que se acaba 
desprendiendo formando un nuevo virión o partícula infectante. En cada célula 
infectada se ensamblan varios millones de nuevos viriones, aunque muchos de 























1.2.3. FÁRMACOS ANTIRRETROVIRALES 
 
El tratamiento actual contra la infección por el VIH y contra el SIDA supone la 
actuación sobre alguno de los pasos del ciclo biológico del virus. 
 
Existen en la actualidad gran cantidad de fármacos antirretrovirales. Estos 
fármacos surgen en la década de los años 80, como consecuencia de los primeros 
casos de infección por VIH reportados y su desarrollo se prolonga hasta la 
actualidad. La aparición de estos fármacos supuso un gran avance para el 
tratamiento de los pacientes infectados por el virus ya que, previo a su desarrollo, 
sólo existían medicamentos para paliar el deterioro immunológico y 
sintomatológico causado por la infección.  
 
Inicialmente, estos fármacos se administraban en monoterapia o biterapia, lo 
que no suponía una mejora del estado de la infección ni de la sintomatología clínica 
asociada debido a su escasa eficacia inhibiendo la replicación viral. Es a partir de 
1996, cuando se empiezan a administrar estos fármacos antirretrovirales en 
combinación de al menos 3 fármacos, cuando empieza la nueva era antirretroviral 
conocida como “Terapia Antirretroviral Combinada”. Esta nueva etapa supone un 
gran avance en el tratamiento de la infección del VIH y el desarrollo de SIDA, ya que, 
con su empleo continuado permite reducir la CV y recuperar progresivamente el 
número de linfocitos T CD4+, restaurando con su empleo continuado y con el 
transcurso del tiempo el sistema inmune del paciente (Mocroft et al., 2003, Panos et 










La Terapia Antirretroviral se basa en la inhibición de alguno de las fases del 
ciclo biológico replicativo del VIH, distinguiéndose así 6 grupos de fármacos 
(Imamichi, 2004, de Béthune, 2010) (FIGURA 4): 
 
1.   Antagonistas del co-receptor CCR5 (antagonistas CCR5). 
2.   Inhibidores de la fusión (IF). 
3.  Inhibidores de la transcriptasa inversa análogos de nucleós(t)ido (ITIAN). 
              4.  Inhibidores de la transcriptasa inversa no análogos de nucleósido (ITINAN). 
5.   Inhibidores de la integrasa (InInt). 


























FIGURA 4. Esquema representativo del ciclo vital del VIH. En el esquema se pueden 
observar las distintas etapas que inhibe cada uno de los grupos de fármacos 
antirretrovirales que se usan en la terapéutica actual contra el VIH y el SIDA. 
Antagonistas del co-receptor CCR5 (Antagonistas CCR5), Inhibidores de la Fusión 
(IF), Inhibidores de la Transcriptasa Inversa Análogos de Nucleósi(t)ido (ITIAN), 
Inhibidores de la Transcriptasa Inversa no Análogos de Nucleósido (ITINAN), 















ANTAGONISTAS DEL CO-RECEPTOR CCR5 (antagonistas CCR5) 
 
Este grupo de fármacos actúa inhibiendo el co-receptor CCR5 propio de las 
células a infectar por el virus del VIH. Actualmente sólo existe un fármaco 
comercializado perteneciente a este grupo, Maraviroc (MVC) (FIGURA 5) (Günthard 
et al., 2014, Panel de expertos de GeSIDA, 2015, Ribera et al., 2011). 
 
A pesar de ser un fármaco muy bien tolerado, MVC está indicado únicamente 
para el tratamiento de pacientes infectados por el VIH-1 que presenten un tropismo 
CCR5, y siempre en combinación con otros fármacos (Perry, 2010). 
 
INHIBIDORES DE LA FUSIÓN (IF) 
 
Estos fármacos inhiben la unión del virus a la célula hospedadora acoplándose a 
la glicoproteína gp41 presente en la cubierta del virus. Evitan así la fusión del virus 
con la membrana de las células a infectar y la entrada del material viral a esta célula. 
En la actualidad únicamente se encuentra comercializado Enfuvirtida (T-20) (FIGURA 
5) (Günthard et al., 2014, Panel de expertos de GeSIDA, 2015, Ribera et al., 2011). 
 
T-20 se administra por vía subcutánea. Su uso es reducido (Kilby et al., 1998) 
debido a que, cuando no se administra en combinación con otros antirretrovirales 
pueden aparecer mutaciones de resistencia (debido a que presenta una baja barrera 











FIGURA 5. Fármacos antagonistas CCR5 e IF. La figura muestra  las estructuras 
químicas de los distintos fármacos antagonistas ICCR5 e IF aprobados actualmente 



















INHIBIDORES DE LA TRANSCRIPTASA INVERSA ANÁLOGOS DE NUCLEÓS(T)IDO 
(ITIAN) 
 
Este grupo de fármacos fue el primero que se desarrolló dentro de la Terapia 
Antirretroviral, siendo Zidovudina (AZT) el primer fármaco aprobado por la FDA  
(“Food and Drug Administration”) para el tratamiento del SIDA en 1987 (Ezzell, 
1987).  
 
Estos fármacos inhiben de forma competitiva la transcriptasa inversa del virus, 
inhibiendo la transcripción de ARNm viral a ADNc viral. Por lo tanto, los ITIAN actúan 
compitiendo con los nucleósidos fisiológicos impidiendo la elongación del ADN viral 
y la replicación viral. Se encuentran comercializados actualmente los siguientes 
fármacos: Abacavir (ABC), Didanosina (ddI), Tenofovir (TDF), AZT, Estavudina (d4T), 
Lamivudina (3TC) y Emtricitabina (FTC) (FIGURA 6) (Günthard et al., 2014, Panel de 
expertos de GeSIDA, 2015, Ribera et al., 2011, Lewis et al., 2003).  
 
Se subdividen en función de su estructura química: ABC, ddI y TDF son análogos 
de bases púricas y ZDV, d4T, 3TC y FTC son análogos de bases pirimidínicas (FIGURA 
5). Todos ellos requieren tres fosforilaciones intracelulares para ser activos (son 
fármacos análogos de nucleósido), excepto TDF (es análogo del nucleótido 
adenina) que sólo requiere de dos fosforilaciones para convertirse en su metabolito 
activo (Piliero, 2004).  
 
Los fármacos más utilizados de este grupo son las combinaciones TDF/FTC o 
ABC/3TC, formando la combinación de 2 ITIAN que se administran en la mayoría de 
las pautas posológicas (Günthard et al., 2014, Panel de expertos de GeSIDA, 2015). 
Las combinaciones ZDV/3TC y ddI/3TC también se recomiendan como pauta 
alternativa teniendo en cuenta los efectos adversos que tienen estos fármacos. 
Actualmente  Zalcitabina (ddC) no se encuentra comercializado, debido a que fue 





periférica) y su complicada posología (ajuste de la dosis en función de la existencia 




























FIGURA 6. Fármacos ITIAN. La figura muestra  las estructuras químicas de los 
distintos fármacos ITIAN aprobados actualmente para el tratamiento del VIH. 
Abacavir (ABC), Didanosina (ddI), Tenofovir (TDF), Zidovudina (AZT), Estavudina 











INHIBIDORES DE LA TRANSCRIPTASA INVERSA NO ANÁLOGOS DE 
NUCLEÓSIDO (ITINAN) 
 
Dentro de este grupo se encuentran actualmente comercializados Efavirenz 
(EFV), Nevirapina (NVP), Etravirina (ETR), Rilpivirina (RPV) y Delavirdina (DLV) 
(FIGURA 7) (Günthard et al., 2014, Panel de expertos de GeSIDA, 2015, Ribera et al., 
2011).  
 
Estos fármacos también inhiben la transcriptasa inversa del virus, pero de 
manera diferente que los ITIAN. Lo hacen de forma no competitiva uniéndose a la 
enzima cerca de la zona de unión con su sustrato natural. 
 
Se trata de un grupo de fármacos muy heterogéneo con estructuras químicas 
muy diferentes (FIGURA 6). No necesitan ser fosforilados para ser activos 
intracelularmente sino que bloquean la transcriptasa inversa directamente. Se unen 
al centro catalítico de la enzima o al bolsillo hidrofóbico de ésta; así, cambian 
conformacionalmente la enzima, inhibiendo su actividad ADN polimerasa y la 
replicación viral (Sluis-Cremer et al., 2004). 
 
El fármaco más usado dentro de este grupo es EFV, aunque en la actualidad se 
está aumentando el empleo de RPV. Ambos forman parte de las dos terapias 
preferentes donde el tercer fármaco a administrar es un ITINAN. RPV se considera el 
fármaco más seguro de este grupo, únicamente cabe destacar que se tiene que 
administrar con comida para garantizar su correcta absorción. NVP sólo se usa en 
situaciones muy concretas, ya que es un fármaco inductor de la citocromo P450, por 
lo que puede reducir los niveles de los fármacos coadministrados (Günthard et al., 
2014, Panel de expertos de GeSIDA, 2015). DLV no está comercializado en Europa 
debido a la falta de datos sobre su eficacia y su prescripción es muy rara debido a su 
posología, ya que se tiene tomar tres veces al día (Günthard et al., 2014, Panel de 








FIGURA 7. Fármacos ITINAN. La figura muestra las estructuras químicas de los 
distintos fármacos ITINAN aprobados actualmente para el tratamiento del VIH. 






















INHIBIDORES DE LA INTEGRASA (InInt) 
 
Este grupo de fármacos antirretrovirales actúan inhibiendo la integración del 
ADN viral formado en el ADN de la célula hospedadora. Existen en la actualidad 3 
fármacos pertenecientes a este grupo: Raltegravir (RAL), Elvitegravir (EVG) y 
Dolutegravir (DTG) (FIGURA 8) (Günthard et al., 2014, Panel de expertos de GeSIDA, 
2015, Ribera et al., 2011, Hicks et al., 2009).  
 
RAL es el compuesto de este grupo más utilizado actualmente en la Terapia 
Antirretroviral. Se recomienda el uso de EVG junto con Cobicistat (COBI), un 
potenciador farmacológico perteneciente al grupo de los IP para mejorar sus 
características farmacocinéticas, ya que actúa como inhibidor de la citocromo P450, 
que metaboliza otros antirretrovirales, con lo que aumenta la concentración del 
medicamento coadministrado en la sangre y su eficacia en el organismo. Ambos 
forman parte de las dos terapias preferentes donde el tercer fármaco a administrar 
es un InInt. Recientemente, se está recomendando también el uso de DTG, fármaco 
que no necesita ser administrado con un potenciador (Günthard et al., 2014, Panel 
de expertos de GeSIDA, 2015). Debido a que son fármacos de reciente 











FIGURA 8. Fármacos InInt. La figura muestra  la estructura química de los fármacos 
InInt aprobados actualmente para el tratamiento del VIH. Raltegravir (RAL), 
































INHIBIDORES DE LA PROTEASA (IP) 
 
Este grupo de fármacos actúa inhibiendo las peptidasas del VIH, impidiendo la 
maduración y el ensamblaje de las proteínas virales, no formándose así los nuevos 
viriones. Existe un gran número de fármacos pertenecientes a este grupo: Lopinavir 
(LPV), Ritonavir (RTV), Atazanavir (ATV), Indinavir (IDV), Darunavir (DRV), 
Saquinavir (SQV), Nelfinavir (NFV), Amprenavir (APV), Fosamprenavir (fAPV), 
Tipranavir (TPV), y COBI (FIGURA 9) (Günthard et al., 2014, Panel de expertos de 
GeSIDA, 2015, Ribera et al., 2011, Wensing et al., 2010).  
 
Se trata de un grupo de fármacos bastante heterogéneo y directamente activos 
que no necesitan modificarse para actuar intracelularmente (Ribera et al., 2011). 
Tienen una estructura similar a los péptidos virales y poseen una gran afinidad por el 
centro activo de la proteasa. Así, cuando se unen a ésta, inhiben la enzima no 
permitiendo que ésta forme nuevas proteínas virales funcionales.  
 
Fármacos como LPV, ATV, DRV, SQV, fAPV y TPV se administran en combinación 
con potenciadores farmacológicos como RTV y COBI. Estas dos sustancias se 
utilizan como potenciadores farmacocinéticos ya que inhiben el sistema citocromo 
P450 (metabolizador de fármacos). Además, debido a que no tienen efecto 
antiviral, no causan ningún tipo de resistencia. COBI se utiliza principalmente para 
potenciar ATV y DRV. Los fármacos más utilizados de este grupo son LPV, ATV y 
DRV, siendo ATV y DRV los fármacos a administrar en la Terapia Antirretroviral 
cuando el tercero es un IP. APV fue reemplazado por fAMP en 2004 y fue retirado 
del mercado. NFV ya no se comercializa en Europa debido a sus efectos adversos y 














FIGURA 9. Fármacos IP. La figura muestra  las estructuras químicas de los distintos 
fármacos IP aprobados actualmente para el tratamiento del VIH. Lopinavir (LPV), 
Ritonavir (RTV), Atazanavir (ATV), Indinavir (IDV), Darunavir (DRV), Saquinavir 










1.2.4. TERAPEÚTICA ACTUAL 
 
Los tratamientos con uno o dos fármacos están contraindicados, debido a su 
escasa eficacia inhibiendo la replicación viral y a la aparición de resistencias. Así, se 
recomienda la administración de al menos 3 fármacos, que es la que ha demostrado 
mayor eficacia y se denomina “Terapia Antirretroviral Combinada”. La terapia 
estándar consiste generalemente en la administración de 2 ITIAN en combinación 
bien con un ITINAN, un IP, un InInt o un antagonista CCR5 (Günthard et al., 2014, 
Panel de expertos de GeSIDA, 2015). 
 
Las combinaciones de fármacos antirretrovirales más usadas en la actualidad se 
indican en la TABLA 1. También existen otras combinaciones, pero menos usadas, en 
las que se co-administra un IP con un InInt (DRV/RTV + RAL o LPV/RTV + RAL) o un IP 
con un ITIAN (LPV/RTV + 3TC). Estas últimas sólo se utilizan en circunstancias 
especiales, cuando existen contraindicaciones en el uso de los fármacos incluidos en 



















TABLA 1: Combinaciones de fármacos antirretrovirales recomendados en la 
actualidad. 













TDF/FTC + EFV                           
ABC/3TC + EFV 
TDF/FTC + RPV 
 
ABC/3TC + RPV 
TDF/FTC + NVP 











TDF/FTC + ATV/RTV 
ABC/3TC + ATV/RTV 






ABC/3TC + DRV/RTV 
TDF/FTC + LPVRTV 
ABC/3TC + LPV/RTV 
TDF/FTC + ATV/COBI 
ABC/3TC + ATV/COBI 
TDF/FTC + DRV/COBI 
ABC/3TC + DRV/COBI 
 





TDF/FTC + RAL 
TDF/FTC + EVG/COBI 
TDF/FTC + DTG 
ABC/3TC + DTG 
 





2 ITIAN + 1 a CCR5 
 
 
TDF/FTC + MVC 






Combinaciones de fármacos antirretrovirales empleados en la actualidad en 
pacientes que inician el tratamiento contra el VIH. Estas recomendaciones son una 
adaptación de dos guías terapeúticas: Antiretroviral Treatment of Adult HIV 
Infection 2014 Recommendations of the International Antiviral Society–USA Panel 
(Günthard et al., 2014) y Documento de consenso de GeSIDA/Plan Nacional sobre el 
Sida respecto al tratamiento antirretroviral en adultos infectados por el virus de la 
inmunodeficiencia humana (Actualización enero 2015) (Panel de expertos de 
GeSIDA, 2015). Tenofovir (TDF), Emtricitabina (FTC), Efavirenz (EFV), Abacavir (ABC), 
Lamivudina (3TC), Rilpivirina (RPV), Nevirapina (NVP), Atazanavir/Ritonavir 
(ATV/RTV), Darunavir/Ritonavir (DRV/RTV), Lopinavir/Ritonavir (LPV/RTV), 







Aun así, el principal inconveniente de la “Terapia Antirretroviral Combinada” es 
que no permite erradicar el genoma viral de los tejidos reservorio tratándose, por 
consiguiente, de un tratamiento de por vida. 
 
El desarrollo de esta terapia se produjo muy rápidamente, debido a la gravedad 
de la enfermedad. Debido a este factor, en combinación con otros (como el hecho 
de tratarse de una terapia crónica, la reducción de la tasa de mortalidad de 
pacientes tratados con esta terapia o el transcurso del tiempo en la utilización de 
estos fármacos), se ha observado la aparición de efectos adversos asociados a esta 
terapia. La Terapia Antirretroviral se sigue desarrollando actualmente, no siendo un 
tratamiento estanco; intentando sintetizar nuevos fármacos más eficaces y seguros. 
Exiten gran cantidad de fármacos antirretrovirales en fases avanzadas de ensayos 
clínicos que podrán ser comercializados en poco tiempo. 
 
Como consecuencia, los objetivos actuales de la Farmacología de la “Terapia 
Antirretroviral Combinada” actual se encaminan hacia dos vertientes: por un lado, 
buscar las combinaciones de fármacos más eficaces contra la infección de VIH para 
así mejorar la vida de los pacientes con el virus y que han desarrollado SIDA; y por 
otro, determinar los efectos adversos así como los mecanismos toxicológicos de esta 
terapia para minimizar las comorbilidades asociadas a la administración de la 














1.2.5. EFECTOS ADVERSOS GENERALES DE LA TERAPIA 
ANTIRRRETROVIRAL 
 
Se han descrito gran cantidad de efectos adversos asociados a la “Terapia 
Antirretroviral Combinada”. En función de la cronología por la que aparecen estos 
efectos adversos se pueden clasificar en efectos adversos inmediatos o a corto 
plazo y efectos adversos tardíos o a largo plazo. Los primeros se producen en los 
primeros días o semanas de tratamiento, mientras que los últimos aparecen al cabo 
de meses o incluso años después del inicio de éste. 
 
De forma general y a corto plazo, los pacientes bajo tratamiento antirretroviral 
manifiestan alteraciones cutáneas y ungueales, hipersensibilidad, transtornos 
gastrointestinales y efectos adversos neuropsiquiátricos (Santos Corraliza et al., 
2006, Reust, 2011). Todos estos efectos adversos se manifiestan de forma transitoria 
asociados a la administración de la Terapia Antirretroviral.  
 
A largo plazo, estos pacientes pueden presentar alteraciones metabólicas, 
anomalías en la distribución de la grasa corporal y lipodistrofia, daño mitocondrial, 
nefrotoxicidad e insuficiencia renal, osteopenia, osteoporosis y necrosis ósea 
aséptica (Santos Corraliza et al., 2006, Reust, 2011). Esta toxicidad se podría deber 
no sólo a procesos fisiológicos relacionados con la administración de esta terapia 
sino estar también asociada al envejecimiento de los pacientes, debido al aumento 
en el tiempo de vida de estos pacientes. 
 
Si bien muchos de estos efectos adversos se dan de manera general con el uso 
de la “Terapia Antirretroviral Combinada”, muchos de ellos son específicos para 








EFECTOS ADVERSOS ASOCIADOS AL USO DE ANTAGONISTAS CCR5 
 
Con el uso de MVC no se han descrito efectos adversos graves, por lo que se 




EFECTOS ADVERSOS ASOCIADOS AL USO DE IF 
 
Entre los efectos adversos que manifiestan más frecuentemente los pacientes 
bajo tratamiento antirretroviral con T-20 cabe destacar fatiga, insomnio, naúseas o 
diarrea, siendo las reacciones adversas en el lugar de inyección del fármaco (picor, 
inflamación, enrojecimiento, dolor o sensibilidad, endurecimiento y protuberancias 
en la piel) el efecto adverso más común (Panel de expertos de GeSIDA, 2015, Mirza 
et al., 2012). Además, se recomienda más de una inyección al día para mantener los 
niveles de CV indetectables. Debido a esto, su uso está relegado a pacientes que 


















EFECTOS ADVERSOS ASOCIADOS AL USO DE ITIAN 
 
Entre los efectos adversos que pueden desarrollar los pacientes bajo 
tratamiento con estos fármacos cabe destacar la toxicidad mitocondrial. También 
son muy importantes otros efectos adversos como la hiperlactatemia y acidosis 
láctica, pancreatitis, miopatía, neuropatía periférica, mielotoxicidad, 
hepatotoxicidad, dislipemia y lipodistrofia  (Santos Corraliza et al., 2006, Panel de 
expertos de GeSIDA, 2015, Hawkins, 2010, Akanbi et al., 2012, Petit et al., 2005). 
 
Los ITIAN con menos efectos secundarios son 3TC y FTC, y constituyen, por este  
motivo, la base de cualquier tratamiento nuevo en la mayoría de los casos en la 
actualidad.  
 





















TABLA 2: Toxicidad de los fármacos ITIAN. 
 
Efectos adversos   








d4T 3TC FTC 
Acidosis láctica x x x x x x x 
Anemia    x    
Dislipemia x x  x x x  
Hepatotoxicidad  x  x x   
Hiperlactatemia x x x x x x x 
Hipersensibilidad x       
Hiperuricemia  x      
Leucopenia    x    
Lipodistrofia x x x x x x x 
Macrocitosis    x x   
Mielotoxicidad    x    
Miopatía    x    
Naúseas    x    
Nefrotoxicidad   x     
Neuropatía períférica  x   x   
Pancreatitis  x   x x  
Pérdida de masa ósea   x     
Riesgo cardiovacular x x      
Trombocitopenia    x    
 
Efectos adversos individuales para cada uno de los fármacos pertenecientes al 
grupo de los ITIAN (Santos Corraliza et al., 2006, Panel de expertos de GeSIDA, 2015, 
Hawkins, 2010, Akanbi et al., 2012, Petit et al., 2005). Abacavir (ABC), Didanosina 















EFECTOS ADVERSOS ASOCIADOS AL USO DE ITINAN 
 
Entre los efectos adversos que manifiestan más frecuentemente los pacientes 
bajo tratamiento antirretroviral con este grupo de fármacos cabe destacar el 
exantema cutáneo por hipersensibilidad y las alteraciones del perfil hepático, 
apareciendo también otros de menos incidencia o importancia como es el caso de 
dislipemia, toxicidad en el Sistema Nervioso Central, teratogenicidad o alergia 
(Santos Corraliza et al., 2006, Panel de expertos de GeSIDA, 2015, Hawkins, 2010, 
Akanbi et al., 2012, Petit et al., 2005, Blas-García et al., 2010).  
 
En la TABLA 3 se detallan las toxicidades particulares descritas para los 
fármacos ITINAN. 
 



















Alergia   x   
Dislipidemia x x    
Hepatotoxicidad x x    
Hipersensibilidad x x x x x 
Resistencia insulina x     
Teratogenicidad x     
Toxicidad en el SNC x     
 
Efectos adversos individuales para cada uno de los fármacos pertenecientes al 
grupo de los ITINAN (Santos Corraliza et al., 2006, Panel de expertos de GeSIDA, 
2015, Hawkins, 2010, Akanbi et al., 2012, Petit et al., 2005, Blas-García et al., 2010). 











EFECTOS ADVERSOS ASOCIADOS AL USO DE InInt 
 
Entre los efectos adversos que pueden desarrollar más frecuentemente los 
pacientes bajo tratamiento antirretroviral con los InInt destacan diarrea, reacciones 
cutáneas y rabdomiolisis (Panel de expertos de GeSIDA, 2015, Liedkte et al., 2014, 
Elion et al., 2013, Castagna et al., 2014). Es muy frecuente que en estos pacientes 
también aparezca dolor de cabeza y naúseas. En la TABLA 4 se detallan las 
toxicidades particulares descritas para los fármacos InInt. 
 
TABLA 4: Toxicidad de los fármacos InInt. 
 
Efectos adversos   





Diarrea x x x 
Hipersensibilidad x  x 
Rabdomiolisis x   
 
Efectos adversos individuales para cada uno de los fármacos pertenecientes al 
grupo de los InInt (Panel de expertos de GeSIDA, 2015, Liedkte et al., 2014, Elion et 


















EFECTOS ADVERSOS ASOCIADOS AL USO DE IP 
 
Los pacientes bajo tratamiento antirretroviral con este grupo de fármacos 
pueden desarrollar principalmente alteraciones en el metabolismo lipídico tales 
como dislipemia y lipodistrofia y del metabolismo hidrocarbonado como resistencia 
a la insulina o hiperglucemia. Cabe también destacar la aparición de diarrea, icteria, 
hepatotoxicidad, nefrotoxicidad e hiperbilirrubinemia (Santos Corraliza et al., 2006, 
Hawkins, 2010, Friis-Moller et al., 2007, Hull et al., 2011, Mulligan et al., 2000, Flint et 
al., 2009, Naggie et al., 2010, Gallant et al., 2013). También es común la aparición de 
naúseas, dolor de cabeza, arritmias y disfunción sexual. 
 
En la TABLA 5 se detallan las toxicidades particulares descritas para los 
fármacos IP. 
 
TABLA 5: Toxicidad de los fármacos IP. 
 
Efectos adversos   








DRV SQV NFV APV fAPV TPV 
 
COBI 
Diarrea x x   x  x    x 
Dislipemia x x x x x x x x x x  
Hepatotoxicidad  x          
Hiperbilirrubinemia   x x       x 
Hipersensibilidad     x   x   x 
Icteria           x 
Lipodistrofia x x  x  x x x x x  
Nefrotoxicidad   x x       x 
Resistencia insulina x x  x  x x x x x  
 
Efectos adversos individuales para cada uno de los fármacos pertenecientes al 
grupo de los IP (Santos Corraliza et al., 2006, Hawkins, 2010, Friis-Moller et al., 2007, 
Hull et al., 2011, Mulligan et al., 2000, Flint et al., 2009, Naggie et al., 2010, Gallant et 
al., 2013). Lopinavir (LPV), Ritonavir (RTV), Atazanavir (ATV), Indinavir (IDV), 
Darunavir (DRV), Saquinavir (SQV), Nelfinavir (NFV), Amprenavir (APV), 





1.2.6. ASOCIACIÓN DE LA TERAPIA ANTIRRETROVIRAL Y EL 
DESARROLLO DE ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES 
CON COMPONENTE INFLAMATORIO 
 
En los últimos años se está observando un aumento en la tasa de mortalidad de 
pacientes infectados por el VIH bajo tratamiento farmacológico debido a efectos 
adversos cardiovasculares. Concretamente, más de un 10 % de las muertes que se 
producen en los enfermos de SIDA se deben a este tipo de enfermedades (Sabin et 
al., 2008, Bonnet et al., 2002). Lo que se desconoce es si esta mayor incidencia de 
enfermedades cardiovasculares se debe a la infección en sí misma, al incremento en 
el tiempo de vida de los pacientes, al tratamiento con la Terapia Antirretroviral o a 
una combinación de todos estos factores.  
 
Está ampliamente descrito que la infección por el VIH por sí misma está 
asociada con enfermedades cardiovasculares (Triant, 2012). Existen estudios clínicos 
que demuestran que pacientes infectados por el VIH poseen un mayor riesgo de 
padecer enfermedad prematura de arterias coronarias, aumento de la frecuencia de 
hipertensión pulmonar y accidentes cerebrovasculares isquémicos (Acevedo et al., 
2002, Pellicelli et al., 2001, Chow et al., 2012), parámetros que se relacionan 
directamente con un mayor riesgo de sufrir eventos adversos cardiovasculares.  
 
También está descrito que la infección por el VIH produce una respuesta 
inflamatoria a nivel del endotelio. Este virus puede atravesar el endotelio de arterias 
coronarias y cerebrales e iniciar una respuesta inflamatoria, provocando 
miocardiopatías y alteraciones de la barrera hematoencefálica (Gujuluva et al., 
2001). También se han detectado alteraciones en la integridad del endotelio aórtico 
y una acumulación de leucocitos humanos en dicho endotelio en pacientes 
infectados por el VIH (Zietz et al., 1996), así como un incremento en los niveles de 





(Puppo et al., 1993, Most et al., 1993, Sipsas et al., 1994, Galea et al., 1997, Seigneur 
et al., 1997, de Larranaga et al., 2003).  
 
La relación entre Terapia Antirretroviral y enfermedades cardiovasculares se 
puso de manifiesto con estudios clínicos que correlacionaron la incidencia de sufrir 
enfermedades cardiovasculares con el periodo de exposición a esta terapia. La 
incidencia de sufrir infarto de miocardio en pacientes tratados con la Terapia 
Antirretroviral aumentó con el tiempo de tratamiento (Friis-Moller et al., 2003, 
Currier et al., 2003).  
 
Además, como esta terapia se administra en combinación (probablemente las 
toxicidades individuales de cada fármaco se puedan ver potenciadas debido al uso 
simultáneo de varios fármacos), es difícil también dilucidar cuál es el grado de 
participación de cada grupo de fármacos en el desarrollo de estas enfermedades 
cardiovasculares. 
 
Inicialmente, se había apuntado a los IP como los responsables de estos efectos 
adversos cardiovasculares ya que está ampliamente descrito que producen 
lipodistrofia e hiperlipidemia (Carr et al., 1999, Fontas et al., 2004) y su uso aumenta 
el riesgo de sufrir infarto de miocardio (Sabin et al., 2008). Sin embargo, no se 
puede descartar la participación del resto de los grupos de antirretrovirales: ni a los 
ITIAN (que siempre forman parte de la Terapia Antirretroviral actual), ni a los 
ITINAN, IP, InInt o antagonistas CCR5 que se administran en combinación con el 
primer grupo citado. 
 
En los últimos años, se ha observado la correlación entre el uso de ITIAN (y más 
concretamente de ABC) y el desarrollo de enfermedades vasculares. En el año 2005 
saltó la primera alarma, (Sanz, 2005) y desde entonces ha habido mucha 
controversia sobre el tema (Bavinger et al., 2013). Existen estudios clínicos que 





2010, Lang et al., 2010, Durand et al., 2011, Günthard et al., 2014) mientras que otros 
no (Cutrell et al., 2008, Brothers et al., 2009, RIbaudo et al., 2011, Bedimo et al., 2011, 
Cruciani et al., 2011). Por lo tanto, el impacto que el grupo de los ITIAN tiene sobre el 
desarrollo de enfermedades cardiovasculares no está claro.  
 
Hay pocos estudios que relacionen a los antagonistas CCR5 con el riesgo 
cardiovascular, quizá porque su uso es muy limitado. Existen evidencias que 
apuntan al receptor CCR5 y sus ligandos CCL3 (“Chemokine C-C Ligand -3”, MIP-1α), 
CCl4 (“Chemokine C-C Ligand-4”, MIP-1β) y CCL5 (“Chemokine C-C Ligand-5, 
RANTES) como los responsables de la iniciación y la progresión de la aterosclerosis 
(Jones et al., 2011). Este dato implica un potencial uso de los antagonistas CCR5, en 
concreto MVC, como fármaco protector a nivel cardiovascular. De hecho, existe un 
estudio previo en ratones que muestra que MVC reduce la progresión de la placa 
aterosclerótica inducida por RTV (Cipriani et al., 2013). Este estudio apuntaría no 
sólo a un buen perfil toxicológico a nivel cardiovascular de MVC, sino a un efecto 
protector frente a la iniciación y progresión de la placa aterosclerótica. 
 
No existen estudios sobre la relación de los IF, en concreto T-20 y el riesgo de 
padecer enfermedades cardiovasculares debido a que su uso está relegado a 
situaciones muy concretas (Mirza  et al., 2012).  
 
Dentro de los fármacos ITINAN, EFV es el fármaco que más se utiliza en la 
actualidad si bien RPV se está utilizando cada vez más debido a su similar eficacia 
combatiendo el virus con respecto a EFV, y su bajo índice de aparición de efectos 
adversos. NVP, el tercero de los fármacos más usados de este grupo, se utiliza sólo 
en situaciones muy concretas. Existen pocas evidencias que apuntan a que EFV 
podría ser uno de los fármacos responsables de las enfermedades cardiovasculares 
asociadas a la Terapia Antirretroviral. Un ensayo clínico realizado en pacientes VIH 
positivos bajo tratamiento antirretroviral lo ha relacionado directamente con un 





destacar que en la gran mayoría de ellos, no se relaciona su uso con el aumento en 
el riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares (Worm et al., 2010), o se 
sugiere, sin afirmarlo rotundamente, que con el incremento en el tiempo de 
exposición a EFV incrementa el riesgo de padecer este tipo de enfermedades    
(Friis-Moller et al., 2007).  EFV produce hiperlipidemia, aumento de los niveles de 
radicales libres y de la permeabilidad endotelial. EFV es capaz de producir una 
alteración en el metabolismo de los lípidos, aumentando la relación Colesterol 
Total/Colesterol HDL  (“High-dendity Lipoprotein”), (Tashima et al., 2003, Manfredi 
et al., 2005, Van Leth et al., 2004, Worm et al., 2010) y esto podría llevar a un 
incremento en el riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares. La exposición 
de pacientes a EFV está asociada con disfunción endotelial (Gupta et al., 2012) y con 
aumento de la lipoproteína de baja densidad (Maggi et al., 2011), de isoprostano F2 y 
de proteína C-reactiva de alta sensibilidad (Gupta et al., 2012), que son marcadores 
de parámetros metabólicos, de estrés oxidativo y de inflamación vascular, 
respectivamente, factores de riesgo de sufrir enfermedades cardiovasculares en los 
tres casos. A nivel arterial endotelial EFV es capaz de aumentar la permeabilidad 
endotelial, reduciendo los niveles de proteínas que median la unión entre las células 
endoteliales y aumentando la producción de anión superóxido (Jamaluddin et al., 
2010, Mondal et al., 2004). Todos estos indicios podrían situar a este fármaco como 
uno de los posibles responsables de la elevada incidencia de enfermedades 
cardiovasculares en personas infectadas con el virus del VIH. Los estudios con RPV a 
nivel cardiovascular son muchos más escasos ya que es un fármaco de segunda 
generación relativamente nuevo. Aun así, existen estudios que apuntarían a RPV 
como un fármaco con un mejor perfil en cuanto a incidencia de efectos adversos y 
su mayor uso estaría relacionado con una mejoría en cuanto a parámetro lipídicos y 
cálculo de riesgo cardiovascular, en pacientes que recibían IP y se cambiaron a RPV, 
siempre con un mantenimiento de la eficacia virológica (Casado et al., 2013). 
También existen dos estudios clínicos que correlacionan EFV y RPV en términos de 
parámetros lipídicos y de él se puede concluir que RPV produce un menor aumento 





producir cambios en los niveles de lípidos y en la distribución de la grasa corporal 
(Tebas et al., 2014). Por tanto, se puede deducir, que al menos a nivel 
cardiovascular, RPV parece un fármaco más seguro y con una eficacia virológica 
similar. NVP parece tener un mejor perfil a nivel cardiovascular cuando lo 
comparamos con EFV: un estudio ha revelado que el tratamiento con EFV produce 
una mayor liberación de citocinas proinflamatorias que NVP y que en algunos casos, 
este último fármaco disminuyó su liberación (Podzamczer, 2013). Otro estudio ha 
demostrado que NVP, con respecto a EFV y otros IP - como LPV - no produce una 
relajación del endotelio, (marcador de disfunción endotelial que precedería a la 
aparición de efectos adversos cardiovasculares) (Yeung et al., 2013). Así, se podría 
decir que NVP posee un mejor perfil a nivel cardiovascular que EFV. 
 
Dentro del grupo de los IP, los fármacos que más se utilizan en la actualidad son 
ATV y DRV debido a la menor incidencia de efectos adversos con su uso. LPV se usa 
en menor medida porque se ha relacionado con la aparición de efectos adversos. 
Con respecto a los IP y al riesgo de toxicidad cardiovascular, siempre se ha tenido 
especial precaución (Friis-Moller et al., 2010, Friis-Moller et al., 2003). Sin embargo, 
estos fármacos no se relacionan directamente con el desarrollo de enfermedades 
cardiovasculares, sino que, probablemente su efecto negativo a este nivel se deba a 
la dislipidemia que producen. Se ha relacionado a LPV con la aparición de efectos 
adversos cardiovasculares: un estudio describe que LPV está asociado con cambios 
menos favorables en los niveles de lípidos con respecto a otros antirretrovirales 
(Shaffer et al., 2014). Este fármaco es capaz de producir una relajación del endotelio 
(Yeung et al., 2013). Sin embargo, ATV y DRV han demostrado tener un perfil lipídico 
más favorable que el resto de los IP (Overton et al., 2012) y con respecto a LPV. Otro 
estudio ha demostrado que el cambio en la terapia de LPV a DRV reduce el riesgo de 
sufrir enfermedades cardiovasculares, ya que DRV redujo los niveles de Cistatina C 
plasmática - marcador de riesgo cardiovascular - (Ucciferri et al., 2013). De hecho, un 
estudio previo realizado en células endoteliales coronarias arteriales humanas ha 





función endotelial celular, al estrés oxidativo, ni modifica marcadores de 
inflamación o senescencia (Auclair et al., 2014).  
 
Finalmente, RAL es el compuesto más utilizado actualmente en la “Terapia 
Antirretroviral Combinada” dentro del grupo de los InInt, si bien el uso de EVG y 
DTG se está haciendo mayor en los últimos tiempos, fomando los 3 parte de las 
pautas preferentes. Quizá el hecho de que son fármacos de reciente aparición 
justifique que existan muy pocos datos sobre el grupo de los InInt, y concretamente 
sobre RAL, y el riesgo cardiovascular. Dos estudios clínicos han demostrado que 
este compuesto no tiene un impacto significativo sobre la función endotelial (Gupta 
et al., 2013, Hatano et al., 2012). Incluso uno de ellos propone efectos beneficiosos 






















1.2.7. RELACIÓN ENTRE TERAPIA ANTIRRETROVIRAL E 
INTERACCIÓN LEUCOCITO-ENDOTELIO 
 
En nuestro laboratorio esudiamos el efecto de los fármacos ITIAN sobre la 
interacción leucocito-endotelio como índice del primer paso en el desarrollo de 
enfermedades cardiovasculares. Así, demostramos que los análogos de purina ABC 
y ddI inducen interacciones leucocito-endotelio, tanto in vivo en vénulas y arteriolas 
del mesenterio de rata (de Pablo et al., 2013) (FIGURA 10), como in vitro utilizando 
leucocitos PMN (“Polymorphonuclear Cell) y PBMC (“Peripheral Blood 
Mononuclear Cell”) extraídos de sangre humana y células endoteliales HUVEC 
(“Human Umbilical Vein Endothelial Cell”)  (de Pablo et al., 2010) (FIGURA 11), 
mientras que el resto de los fármacos del grupo (análogos de pirimidina o de 























FIGURA 10. Interacción leucocito-endotelio inducida los fármacos ITIAN in vivo. La 
figura muestra  la velocidad de rodamiento, el rodamiento, la adhesión y la 
migración leucocitaria en vénulas del mesenterio de rata. Adaptado de la 
publicación de Pablo et al., 2013 y de la Tesis Doctoral titulada “EFECTOS 
PROINFLAMATORIOS DE LOS FÁRMACOS ANTIRRETROVIRALES INHIBIDORES DE 
LA TRANSCRIPTASA INVERSA ANÁLOGOS DE NUCLEÓSIDO IN VITRO E IN VIVO” 
defendida por Carmen de Pablo Bernal en 2013. Abacavir (ABC), ddI (Didanosina), 









 FIGURA 11. Interacción leucocito-endotelio inducida por los fármacos ITIAN in 
vitro. La figura muestra  la velocidad de rodamiento, el rodamiento y la adhesión de 
PMN y PBMC sobre HUVEC, respectivamente. Adaptado de la publicación de Pablo 
et al., 2010 y de la Tesis Doctoral titulada “EFECTOS PROINFLAMATORIOS DE LOS 
FÁRMACOS ANTIRRETROVIRALES INHIBIDORES DE LA TRANSCRIPTASA INVERSA 
ANÁLOGOS DE NUCLEÓSIDO IN VITRO E IN VIVO” defendida por Carmen de Pablo 
Bernal en 2013. Abacavir (ABC), ddI (Didanosina), Emtricitabina (FTC), Lamivudina 





























































El objetivo general de este trabajo fue caracterizar los efectos proinflamatorios 
de los diferentes fármacos más utilizados dentro de los distintos grupos de 
antirretrovirales. En particular, estudiar tanto in vivo como in vitro la acción de los 
fármacos ITINAN, antagonistas CCR5, InInt e IP sobre la acumulación leucocitaria 
como primer paso en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares con 
componente inflamatorio. Para aquellos fármacos con actividad proinflamatoria 
(EFV, NVP y RPV), analizar el mecanismo responsable de este proceso fue también 
objetivo del presente estudio.  
 
En particular, abordamos los siguientes objetivos específicos: 
 
1. Realizar un estudio sistemático del efecto de los distintos fármacos de los 
diferentes grupos de antirretrovirales (ITINAN, antagonistas CCR5, InInt e IP) 
sobre la interacción leucocito-endotelio in vivo (mesenterio de rata) e in vitro 
(células humanas). 
 
2. Acercar nuestros resultados a la terapéutica actual, concretamente, evaluar 
los efectos de las combinaciones de fármacos más utilizados en la 
terapéutica sobre la interacción leucocito-endotelio in vivo (mesenterio de 
rata) e in vitro (células humanas). 
 
3. Estudiar, para aquellos fármacos que promuevan la acumulación leucocitaria 
(EFV, NVP y RPV), el mecanismo de acción por el cual producen este proceso 































































































3.1. ESTUDIOS IN VIVO 
 
3.1.1. MICROSCOPÍA INTRAVITAL 
 
Se utilizaron ratas Sprague Dawley macho (200-250 g), que se mantuvieron en 
condiciones de ayuno durante 8 horas (Álvarez et al., 2002, Álvarez et al., 2006) y se 
anestesiaron con pentobarbital sódico vía intraperitoneal (65 mg/kg, i.p.). Se realizó 
una traqueotomía (para facilitar la correcta ventilación pulmonar) así como la 
canulación de la vena yugular izquierda (para poder administrar más anestésico si 
fuera necesario) y de la arteria carótida derecha (para controlar los valores de 
presión arterial media - PAM - mediante un transductor de presión). 
 
Posteriormente, se realizó una incisión abdominal longitudinal con un cauterio, 
se colocó el animal en posición supina y se exteriorizó una porción del yeyuno 
medio que fue extendida sobre un pedestal traslúcido que permite la 
transiluminación de una zona del mesenterio de 2 cm2. El área seleccionada fue 
superfundida continuamente a una velocidad de flujo de 2 ml/min con una solución 
tampón bicarbonatada a pH 7.4 y a 37oC de temperatura. Esta preparación se 
observó a través de un microscopio intravital ortostático (Nikon Optiphot-2, SMZ1) 
equipado con un objetivo 20x y un ocular 10x que proyecta las imágenes en color a 
un ordenador, grabándose éstas digitalmente para su posterior análisis (Álvarez et 
al., 2002, Álvarez et al., 2006) (FIGURA 12). 
 






FIGURA 12. Sistema de microscopía intravital. Las imágenes muestran las diferentes 
partes que conforman dicho sistema. A: Baño termostático, B: Bomba de infusión, 




Para la realización de estos estudios, se seleccionaron vénulas mesentéricas 






























FIGURA 13. Zona  del  mesenterio  seleccionada  en  la  que  se  observan microvasos 























FIGURA 14. Imágenes representativas de vénulas mesentéricas. A: vénula de una 
rata control. B: vénula de una rata tratada con estímulo positivo proinflamatorio. En 
la imagen B podemos observar leucocitos adheridos (Ad) (         ). 




Parámetros leucocitarios determinados 
 
Se analizaron los siguientes parámetros leucocitarios (Orden et al., 2014): 
(FIGURA 15) 
 
Rodamiento leucocitario: es el número de leucocitos que circulan a una 
velocidad inferior a la de los eritrocitos (ya que están interaccionando con el 
endotelio venular) y, por tanto, enlentecen su velocidad. Se determina 
contabilizando el número de leucocitos que pueden ser visualizados en un 
punto de referencia preestablecido de la vénula durante un periodo de 1 
minuto. Se expresa en células/min (FIGURA 15). 
 
Velocidad de rodamiento leucocitario: es el tiempo que tarda un leucocito 
en fase de rodamiento en recorrer 100 µm de vénula. Se determina 
promediando la velocidad de 10 leucocitos. Se expresa en µm/seg (FIGURA 
15). 
 
Adhesión leucocitaria: es el número de leucocitos que permanecen 
estacionados o tienen contacto estable con el endotelio venular durante un 
periodo igual o superior a 30 segundos en 100 µm de vaso. Se expresa en 
células adheridas/100 µm de vénula  (FIGURA 14 y 15). 
 
Migración leucocitaria: es el número de leucocitos que se extravasan de la 
vénula al tejido circundante. Se determina contabilizando el número de 
leucocitos que pueden ser observados fuera de la vénula. Se expresa en 
células/campo (FIGURA 15). 





FIGURA 15. Parámetros leucocitarios determinados. La figura muestra los 
parámetros leucocitarios determinados tanto en la técnica de microscopía intravital, 
como en la técnica de adhesión dinámica en cámara paralela de flujo (Ver Adhesión 




















Parámetros hemodinámicos determinados 
 
Se analizaron los siguientes parámetros hemodinámicos (House et al., 1987, 
Orden et al., 2014): 
 
Diámetro venular (Dv): se mide con un “Video Caliper” (Microcirculation 
Research Institute). Se expresa en µm. 
 
“Shear rate” (γ): es la fuerza que ejerce la sangre sobre las paredes 
venulares. Se expresa en segundos-1 y se calcula según la definicón 
newtoniana: 
 





Dv: es el diámetro de la vénula. 
Vmean: es el flujo de los eritrocitos. Se calcula como el producto de la 
velocidad de los eritrocitos y el área seccional, asumiendo que el vaso es un 
cilindro geométrico (Vmean = Vrbc 1.6
-1). La velocidad de los eritrocitos en el 
torrente sanguíneo (Vrbc) se determina con la ayuda de un “Optical Doppler 
Velocimeter” (Microcirculation Research Institute). 
 
PAM: es la presión que ejerce la sangre sobre la pared de las arterias. Se 
mide mediante un transductor de presión (Spectramed Stathan P-23XL) 












A los animales se les administraron, por vía intraperitoneal, concentraciones 
clínicas relevantes de fármacos representativos de los diferentes grupos de 
fármacos antirretrovirales: EFV (10-25 µM, equivalente a 40-100 µg/kg), NVP           
(10-50 µM, 35-165 µg/kg), RPV (0.25-1 µM, 1-5 µg/kg),  MVC (5 µM, 35 µg/kg), RAL      
(5 µM, 30 µg/kg), LPV (25 µM, 200 µg/kg), ATV (25 µM, 250 µg/kg), DRV                     
(25 µM, 190 µg/kg), sus correspondientes vehículos [metanol, agua ácida o DMSO 
(“Dimethil Sulfoxide”)] o control (suero fisiológico). EFV, MVC y LPV se disolvieron 
en metanol, NVP en agua ácida y RPV, RAL, ATV y DRV en DMSO. Las dosis de los 
fármacos se seleccionaron de acuerdo con la literatura para mimetizar las 
concentraciones plasmáticas alcanzadas en pacientes (Waters et al., 2015, Burger et 
al., 2006, Cooper et al., 2007, Martinez-Rebollar et al., 2013, León et al., 2007, Boffito 
et al., 2011, Parks et al., 2007 Moyle et al., 2009, Usach et al., 2013, Blas-García et al., 
2014, Jamaluddin et al., 2010) (FIGURA 16).  
 
A otros animales se les administraron las siguientes combinaciones de fármacos 
antirretrovirales: TDF/FTC/EFV (1 µM/10 µM/15 µM), ABC/3TC/EFV                                    
(10 µM/10 µM/15 µM), TDF/FTC/RPV (1 µM/10 µM/0.5 µM), ABC/3TC/RPV                      
(10 µM/10 µM/0.5 µM), TDF/FTC/ATV (1 µM/10 µM/25 µM), ABC/3TC/ATV                      
(10 µM/10 µM/25 µM), TDF/FTC/DRV (1 µM/10 µM/25 µM), ABC/3TC/DRV                      
(10 µM/10 µM/25 µM), sus correspondientes vehículos (metanol, DMSO) o control 
(suero fisiológico).  TDF, FTC ABC y 3TC se disolvieron en agua de cultivo estéril 
(FIGURA 16). 
 
Para analizar el papel de las moléculas de adhesión leucocitarias o endoteliales 
en la interacción leucocito-endotelio inducida por los diferentes fármacos 
antirretrovirales con efectos positivos, los animales fueron pretratados por vía 
intravenosa (i.v.) en la cola con anticuerpos bloqueantes frente a Mac-1 (CD11b, 
2mg/Kg), frente a integrinas β2 (CD18, 1 mg/Kg), frente a ICAM-1 (CD54, 1 mg/Kg), o 




con los anticuerpos control (IgG1, 1 mg/Kg) e IgA (2 mg/Kg) 30 minutos antes del 
tratamiento con los diferentes antirretrovirales (Alvarez et al., 2004, Watanabe et 
al., 1997, Tamatani et al., 1990, Tamatani et al., 1991) (FIGURA 16). 
 
3 horas después de los tratamientos con los antirretrovirales, los animales se 
anestesiaron y se realizó la técnica de microscopía intravital descrita anteriormente. 
Una vez concluida la cirugía y tras un periodo de estabilización (30 minutos), se 
determinaron los parámetros leucocitarios y hemodinámicos descritos previamente 






































FIGURA 16. Protocolo experimental para la evaluación del efecto de diferentes 
fármacos antirretrovirales sobre la interacción leucocito-endotelio mediante 
microscopía intravital. A los animales se les administró intraperitonealmente (i.p.) 
distintos fármacos antirretrovirales: Efavirenz (EFV), Nevirapina (NVP), Rilpivirina 
(RPV), Maraviroc (MVC), Raltegravir (RAL), Lopinavir (LPV), Atazanavir (ATV) y 
Darunavir (DRV) o combinaciones de fármacos antirretrovirales: Tenofovir 
(TDF)/Emtricitabina (FTC)/EFV, Abacavir (ABC)/Lamivudina (3TC)/EFV, TDF/FTC/RPV, 
ABC/3TC/RPV, TDF/FTC/ATV, ABC/3TC/ATV, TDF/FTC/DRV y  ABC/3TC/DRV. En algunos 
casos, los animales se pretrataron por vía intravenosa (i.v.) con anticuerpos 
bloqueantes  frente a moléculas de adhesión leucocitarias (anti-CD11b, anti-CD18) o  
endoteliales (anti-CD54) 30 min antes del tratamiento intraperitoneal (i.p.) con EFV, 
NVP o RPV. 3 h después del tratamiento se realizó la cirugía y tras un periodo de 
estabilización, se determinaron los parámetros leucocitarios y hemodinámicos 










3.1.2. DETERMINACIÓN DEL TIPO CELULAR IMPLICADO 
 
La determinación del tipo celular implicado se realizó en los mesenterios de rata 
aislados después de cada experimento de microscopía intravital. Estos  mesenterios 
se fijaron con paraformaldehido al 4 % en PBS (“Phosphate Buffered Saline”) a un 
pH de 7.4 y posteriormente se realizó una tinción con hematoxilina y eosina y una 
fijación con medio de montaje DPX (Alvarez et al., 2006). La preparación se observó 
bajo un microscopio de campo claro equipado con un objetivo 63x. Los leucocitos 
infiltrados (FIGURA 17) fueron clasificados en leucocitos polimorfonucleares 
(neutrófilos), macrófagos y linfocitos (FIGURA 18), expresándolos como número de 





FIGURA 17. Imágenes representativas de vénulas mesentéricas tras la tinción 
hematoxilina-eosina. A: vénula de una rata control. B: vénula de una tratada con un 
estímulo positivo proinflamatorio. En la imagen B podemos observar neutrófilos (N) 
(          ) infiltrados. 
 






FIGURA 18. Morfología de los distintos tipos de leucocitos en función de las 
características de sus núcleos. A: neutrófilo. B: macrófago. C: linfocito. Figura 






























3.2. ESTUDIOS IN VITRO 
 
3.2.1. AISLAMIENTO Y CULTIVO DE CÉLULAS ENDOTELIALES 
 
Para la realización de los estudios que se detallan a continuación se utilizaron 
células HUVEC.  
 
Estas células se extrajeron de la única vena presente en cordones umbilicales 
humanos frescos procedentes de donantes sanos y no infectados con el virus del 
VIH del Hospital Clínico Universitario de Valencia. Para ello se trabajó con el cordón 



























La vena del cordón umbilical humano se lavó con PBS a 37oC y a continuación, 
se llenó con colagenasa (1 mg/ml). El cordón umbilical se mantuvo en el incubador 
durante 17 minutos a 37oC (Jaffe et al., 1973, Ibiza et al., 2009). Transcurrido este 
tiempo, se realizó un masaje al cordón umbilical para asegurar la correcta 
separación de las células endoteliales de la pared del vaso, se recogió el contenido y 
se centrifugó a 259 xg. El precipitado obtenido se resuspendió en medio de cultivo 
EGM-2 (“Endothelial Growth Medium-2”) suplementado con suero fetal bovino       
(2 % v/v), hidrocortisona (0.04 v/v), “Human Fibroblast Growth Factor-Basic”    
(hFGF-B, o.4 % v/v), “Vascular Endothelial Growth Factor” (VEFG, 0.1 % v/v), 
“Recombinant Long R3 Insulin-Like Growth Factor” (R3-IGF-1, 0.1 % v/v), ácido 
ascórbico (0.1 % v/v), “Human Recombinant Epidermal Growth Factor” (rhEGF,       
0.1 % v/v), “Gentamicine Sulfate Amphotericine B” (GA-1000, 0.1 % v/v), heparina    
(0.1 % v/v), penicilina (50 unidades/ml), estreptomicina (50 µg/ml) y fungizona        
(2.5 µg/ml). Todo el contenido celular se depositó en un frasco de cultivo celular      
T-25 donde las células de adhirieron y, tras varios días, alcanzaron el 100 % de 
confluencia. Las células endoteliales se mantuvieron en el incubador a 37oC en una 
atmósfera húmeda de  95 % de aire y 5 % de CO2. 
 
Posteriormente, los cultivos primarios se despegaron con tripsina y las células 
endoteliales se transfirieron a las placas de cultivo adecuadas. En todos los 














3.2.2. AISLAMIENTO DE LEUCOCITOS 
 
Para la extracción de células leucocitarias se utilizó sangre procedente de 
donantes sanos y no infectados con el virus del VIH del Centro de Transfusiones de 
la Comunidad Valenciana. Esta sangre se recogió en tubos que contienen citrato 
sódico como anticoagulante (de Pablo et al., 2010). 
 
Leucocitos polimorfonucleares (PMN) 
 
Todo el proceso de aislamiento se realizó a 4oC. 20 ml de sangre se incubaron 
durante 45 minutos en 10 ml de dextrano al 3 % (en suero fisiológico) consiguiendo 
con ello el depósito en la parte inferior de la mayor parte de los eritrocitos. Se 
recogió la parte superior, se depósito en Ficoll-Paque y por centrifugación a 259 xg y 
gradiente de densidad se obtuvieron los PMN en el precipitado. Éste se lisó y se 
centrifugó de nuevo a 259 xg durante 5 minutos. Los PMN se lavaron con HBSS 
(“Hanks Balanced Salt Solution”) sin Ca2+ ni Mg2+ y se resuspendieron en medio 
RPMI completo [suplementado con suero fetal bovino inactivado (10 % v/v), 
penicilina/estreptomicina (1 % v/v), glutamina (1 % v/v) y piruvato sódico (1 % v/v)]. 
 
Leucocitos mononucleares (PBMC) 
 
Todo el proceso de aislamiento se realizó a temperatura ambiente. 20 ml de 
sangre se incubaron durante 45 minutos en 10 ml de dextrano al 3 % (en suero 
fisiológico) consiguiendo con ello el depósito en la parte inferior de la mayor parte 
de los eritrocitos. Se recogió la parte superior, se depositó en Ficoll-Plaque y por 
centrifugación a 583 xg y gradiente de densidad se obtuvieron los PBMC en el anillo 
blanquecino. Se recogió esta fase y se centrifugó de nuevo a 583 xg durante             
10 minutos. Los PBMC se lavaron con HBSS (sin Ca2+ ni Mg2+) y se resuspendieron en 
medio RPMI completo [Ver Leucocitos Polimorfonucleares (PMN)]. 




3.2.3. ADHESIÓN DINÁMICA EN CÁMARA PARALELA DE FLUJO  
 
Se utilizaron células endoteliales (HUVEC) y poblaciones leucocitarias aisladas 
(PMN y PBMC) provenientes de donantes sanos descritas previamente. Las células 
endoteliales se sembraron en cubre-objetos circulares de plástico de 25 mm de 
diámetro pretratados con Fibronectina (5 µg/ml). 
 
Esta técnica de adhesión dinámica en cámara paralela de flujo ya ha sido descrita 
previamente (de Pablo et al., 2010). La cámara de flujo utilizada para la realización 
de estos experimentos posee una hendidura en la que se inserta el cubre-objetos 
circular que contiene la monocapa de células endoteliales confluentes (Goetz et al., 
1999, Cai et al., 2006, Alvarez et al., 2004). Una vez montada la cámara, una porción 
de 5 x 25 mm fue expuesta al flujo (FIGURA 20). Todo el proceso se realizó a 37oC ya 











































FIGURA 20. Montaje de la cámara paralela de flujo. A: cámara abierta. B: cámara 
cerrada. La cámara posee una hendidura circular en la que se inserta el               
cubre-objetos circular con las células endoteliales. Las conexiones permiten que se 
perfundan los leucocitos por la cámara de flujo. 
 
 
Ambas poblaciones leucocitarias (PMN y PBMC) se resuspendieron en el tampón 
DPBS+ (“Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline”), con Ca2+ y Mg2+ y con HSA 
(“Human Serum Albumin”, o.1 %) y  se perfundieron 1 x 106 células/ml de PMN ó     
0.5 x 106 células/ml de PBMC sobre la monocapa de células endoteliales a un flujo 










Esta cámara se colocó sobre un microscopio invertido (Nikon Eclipse TE 2000-S) 
(FIGURA 21) conectado a una videocámara (Sony Exware HAD) que proyecta las 







































FIGURA 22. Sistema de cámara paralela de flujo en el microscopio. Las imágenes 
muestran las diferentes partes que conforman dicho sistema. A: Regulador de 
temperatura, B: Bomba de infusión, C: Videocámara, D: Cámara paralela de flujo,     
E: Jeringa invertida con una suspensión de leucocitos y F: Monitor de ordenador. 
 
 
Para observar el flujo de leucocitos y su interacción con las células endoteliales 
se utilizó un objetivo 40x. La grabación se inició cuando se empezó a ver el paso de 
los leucocitos sobre la monocapa de células endoteliales y las imágenes fueron 
grabadas con el programa informático “Pinacle Studio”. La grabación se realizó 
durante 5 minutos en el mismo campo donde se analizaron los parámetros de 
rodamiento y velocidad de rodamiento leucocitario. Posteriormente se grabaron 5 









Parámetros leucocitarios determinados 
 
Se analizaron los siguientes parámetros leucocitarios: (FIGURA 15) 
 
Rodamiento leucocitario: es el número de leucocitos que circulan a una 
velocidad inferior a la de los eritrocitos ya que están interaccionando con el 
endotelio venular. Se expresa en células/min (FIGURA 15). 
 
Velocidad de rodamiento leucocitario: es el tiempo que tarda un leucocito en 
fase de rodamiento en recorrer 100 µm de endotelio. Se expresa en µm/s 
(FIGURA 15). 
 
Adhesión leucocitaria: es el número de leucocitos que permanecen 
estacionados o tienen contacto estable con el endotelio venular durante un 
periodo igual a superior a 30 segundos en 100 µm de vaso. Se expresa en 

















































FIGURA 23. Imágenes representativas de monocapas de células endoteliales.          
A: monocapa control sobre la que se perfunden leucocitos control. B: monocapa 
estimulada con un estímulo positivo sobre la que se perfunden leucocitos tratados 
con un estímulo positivo proinflamatorio. En la imagen B podemos observar 

















Tanto los leucocitos aislados (PMN y PBMC) como las células endoteliales 
(HUVEC) se trataron independientemente con concentraciones clínicas relevantes 
de fármacos representativos de los diferentes  grupos de fármacos antirretrovirales 
o con las combinaciones de fármacos citadas previamente (Ver Protocolo 
experimental, Microcopía Intravital). PAF (“Platelet Activating Factor”, 10 µM,           
1 hora) y TNF-α (“Tumor Necrosis Factor-α”, 25 ng/ml, 4 horas) se utilizaron como 
control positivo para leucocitos y células endoteliales, respectivamente. 
Transcurrido el periodo de incubación con los diferentes tratamientos se procedió a 
la realización de la técnica de adhesión dinámica en cámara paralela de flujo descrita 
anteriormente y se determinaron los parámetros leucocitarios y hemodinámicos 
descritos previamente (4 horas) (FIGURA 24). 
 
Para analizar el papel de las moléculas de adhesión leucocitarias o endoteliales 
en la interacción leucocito-endotelio inducida por los diferentes fármacos 
antirretrovirales con efectos positivos, se pretrataron (antes del tratamiento con 
EFV y RPV) los leucocitos con los anticuerpos bloqueantes frente a LFA-1 (CD11a,     
10 µg/ml), frente a Mac-1 (CD11b, 20 µg/ml), frente a gp150.95 (CD11c, 10 µg/ml),  
frente a integrinas β2 (CD18, 10 µg/ml) o con el anticuerpo control (IgG1, 10 µg/ml) 
durante 20 minutos, en oscuridad y a 4oC o se pretrató la  monocapa de células 
endoteliales con el anticuerpo bloqueante frente a ICAM-1 (CD54, 20 µg/ml) o con el 
anticuerpo control (IgG1, 10 µg/ml) durante 30 minutos, en oscuridad y a 37oC  (Heit 











FIGURA 24. Protocolo experimental para la evaluación del efecto de diferentes 
fármacos antirretrovirales sobre la interacción leucocito-endotelio mediante 
adhesión dinámica en cámara paralela flujo. Las células endoteliales y los leucocitos 
se trataron con distintos fármacos antirretrovirales: Efavirenz (EFV),           
Nevirapina (NVP), Rilpivirina (RPV), Maraviroc (MVC), Raltegravir (RAL),       
Lopinavir (LPV), Atazanavir (ATV) y Darunavir (DRV) o con combinaciones de 
fármacos antirretroviral: Tenofovir (TDF)/Emtrivitabina (FTC)/EFV,                    
Abacavir (ABC)/Lamivudina (3TC)/EFV, TDF/FTC/RPV, ABC/3TC/RPV, TDF/FTC/ATV, 
ABC/3TC/ATV, TDF/FTC/DRV y  ABC/3TC/DRV. En algunos casos, se pretrataron los 
leucocitos con anticuerpos bloqueantes  frente a sus moléculas de adhesión       
(anti-CD11a, anti-CD11b, anti-CD11c y anti-CD18) o las células endoteliales frente a su 
molécula de adhesión (anti-CD54) 20-30 min antes del tratamiento con EFV o RPV. A 










3.2.4. ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN DE LAS MOLÉCULAS DE 
ADHESIÓN POR CITOMETRÍA DE FLUJO 
 
Para determinar la expresión de moléculas de adhesión leucocitarias o 





FIGURA 25. Citómetro de flujo FACS Calibur. 
 
 
Las células se identificaron en función de sus características de tamaño y 
granulosidad (“forward scatter” -FS- and “side scatter” -SS-, respectivamente). Se 
utilizó la mediana de la intensidad de la fluorescencia como marcador de la 
expresión de las diferentes moléculas de adhesión analizadas. Se analizaron 10.000 
eventos por muestra (Alvarez et al., 2004, Alvarez et al., 2007). 




Expresión de moléculas de adhesión en leucocitos 
 
Se utilizó sangre procedente de donantes sanos y no infectados con el virus del 
VIH del Centro de Transfusiones de la Comunidad Valenciana. Esta sangre se recogió 




La sangre (40 µL) se trató con concentraciones clínicas relevantes de fármacos 
representativos de los diferentes  grupos de fármacos antirretrovirales (Ver 
Protocolo experimental, Adhesión Dinámica en Cámara Paralela de Flujo) (FIGURA 
24). El PAF (10 µM, 1 hora) se utilizó como control positivo para leucocitos.  
 
Una vez concluidos los tratamientos, la sangre se incubó con los 
correspondientes anticuerpos a saturación: LFA-1 (CD11a), Mac-1 (CD11b), gp150.95 
(CD11c), integrina β2 (CD18), VLA-4 (CD49d), L-Selectina (CD62L) o con el anticuerpo 
control (IgG1) conjugados con FITC (fluoresceína isotiocianato) o PE (Ficoeritrina) 
durante 20 minutos, en oscuridad y a 4oC. (FIGURA 24). 
 
Posteriormente, las muestras se lisaron, lavaron y fijaron con solución de lisis 
(“FACS Lysing Solution”, BD Biosciences) y se analizó la expresión de las moléculas 
de adhesión leucocitarias mediante el citómetro de flujo previamente citado donde 
neutrófilos, monocitos y linfocitos se separaron e identificaron por sus 












FIGURA 26. Identificación de las diferentes poblaciones leucocitarias a través del 
citómetro de flujo. Se muestra un histograma representativo de las diferentes 
poblaciones leucocitarias separadas e identificadas en función de sus características 
de tamaño (“forward scatter”) y granulosidad (“side scatter”) por el citómetro de 
















Expresión de moléculas de adhesión en células endoteliales 
 
Las células endoteliales que se utilizaron en esta técnica se cultivaron en placas 




Las células endoteliales (HUVEC) confluentes se trataron con concentraciones 
clínicas relevantes de fármacos representativos de los diferentes grupos de 
fármacos antirretrovirales (Ver Protocolo experimental, Adhesión Dinámica en 
Cámara Paralela de Flujo) (FIGURA 24). TNF-α (25 ng/ml, 4 horas) se utilizó como 
control positivo para HUVEC.  
 
A las 4 horas, las HUVEC se despegaron con Tripsina y se neutralizó su efecto 
con medio EGM-2 completo. Esta suspensión de células se incubó con los 
correspondientes anticuerpos a saturación: ICAM-1 (CD54), VCAM-1 (CD106),             
E-Selectina (CD62E) o con el anticuerpo control (IgG1) conjugados con FITC o PE 
durante 20 minutos, en oscuridad y a 4oC (FIGURA 24). 
 
Posteriormente las células se fijaron con formalina al 10 % y se analizó la 
expresión de las moléculas de adhesión endoteliales mediante el citómetro de flujo 
previamente citado donde las HUVEC se identificaron por sus características 














En las TABLAS 6, 7, 8, 9 y 10 se muestran las casas comerciales de las cuales se 
obtuvieron los animales, fármacos antirretrovirales, anticuerpos frente a rata y 
frente a humano  y reactivos utilizados, respectivamente. 
 
TABLA 6: Animales. 
ANIMALES CASA COMERCIAL 
Ratas Sprague-Dawley macho de 200-250 g Charles River Laboratories 
 
 
TABLA 7: Fármacos antirretrovirales. 
FÁRMACOS ANTIRRETROVIRALES CASA COMERCIAL 
Efavirenz  Sequoia Research Products 
Nevirapina Sequoia Research Products 
Rilpivirina Sequoia Research Products 
Maraviroc Sequoia Research Products 
Raltegravir  Sequoia Research Products 
Lopinavir Sequoia Research Products 
Atazanavir Sequoia Research Products 
Darunavir Sequoia Research Products 
Tenofovir Sequoia Research Products 
Emtricitabina Sequoia Research Products 
Abacavir Sequoia Research Products 










TABLA 8: Anticuerpos  frente a rata. 
ANTICUERPOS FRENTE A RATA CASA COMERCIAL 
Anticuerpo bloqueante  IgG1κ Isotipo Control BD Biosciences 
Anticuerpo bloqueante IgA Isotipo Control BD Biosciences 
Anticuerpo bloqueante frente a  CD11b (clon WT.5) BD Biosciences 
Anticuerpo bloqueante frente a CD18 (clon WT.3) BD Biosciences 
Anticuerpo bloqueante frente a CD54 (clon 1A29) BD Biosciences 
 
 
TABLA 9: Anticuerpos  frente a humano. 
ANTICUERPOS FRENTE A HUMANO CASA COMERCIAL 
Anticuerpo bloqueante IgG1 Isotipo Control eBioscience 
Anticuerpo bloqueante frente a CD11a (clon m38) Calbiochem 
Anticuerpo bloqueante frente a CD11b (clon ICRF44) Calbiochem 




Anticuerpo bloqueante frente a CD18 (clon IB4) Calbiochem 
Anticuerpo bloqueante frente a CD54 BD Biosciences 
Anticuerpo frente a IgG1 κ Isotipo Control FITC BD Biosciences 
Anticuerpo frente a CD11a conjugado con FITC BD Biosciences 
Anticuerpo frente a CD11b conjugado con PE BD Biosciences 
Anticuerpo frente a CD11c conjugado con PE BD Biosciences 
Anticuerpo frente a CD18 conjugado con FITC BD Biosciences 
Anticuerpo frente a CD49d conjugado con PE BD Biosciences 
Anticuerpo frente a CD62L conjugado con FITC BD Biosciences 
Anticuerpo frente a CD54 conjugado con PE BD Biosciences 
Anticuerpo frente a CD106 conjugado con FITC BD Biosciences 










TABLA 10: Reactivos y material. 
REACTIVOS CASA COMERCIAL 
ADP (“Adenosine di-Phosphate”) Sigma 
Agua para cultivos Sigma 
Colagenasa Gibco 
Cubre de plástico de 25 mm de diámetro Nunc 
Dextrano Sigma 
DMSO (“Dimethil Sulfoxide”) Sigma 
DPBS+ (“Dulbecco’s PBS con Ca2+ y Mg2+”) Lonza 
DPBS- (“Dulbecco’s PBS sin Ca2+ y Mg2+”) Lonza 
EGM-2 (“Endothelial Growth Medium-2”) completo Lonza 
Eosina  Panreac 
Etanol J. T. Baker 
Fibronectina Sigma 
Ficoll-Paque TM Plus GE Healthcare 
Formalina 10 % Sigma 
Gases AirLiquide 
HBSS (“Hank`s Balanced Salt Solution”) Lonza 
HCl Fisher 
Hematoxilina Sigma 
Heparina Sódica 5 % Mayne Pharma 
NH4+, Hidróxido Amónico Sigma 
HSA (“Human Serum Albumin”, “Albuminate 25 %”) Sigma 
KCl, Cloruro Potásico Panreac 
Medio de Montaje DPX Sigma 
MgSO4, Sulfato Magnésico Panreac 
NaCl, Cloruro Sódico Panreac 
NaHCO3, Bicarbonato Sódico Panreac 
PAF (“Platelet Activating Factor”) Sigma 
Paraformaldehído Panreac 
PBS (“Phosphate Buffered Saline”) Gibco 
Pentobarbital Sódico Guinama 
RPMI 1640 suplementado con 20 mM HEPES Sigma 
Solución de lisis BD Biosciences 
Suero fetal bovino Lonza 
Suero fisiológico (NaCl 0.9 %) Braun 
TNF-α recombinante (“Tumor Necrosis Factor-α”) Sigma 
Tripsina Gibco 
Tubos con Citrato sódico BD Vacutainer 
Xileno Panreac 
 






El Comité Ético del Hospital Clínico Universitario de Valencia aprobó el 
proyecto dentro del cual se enmarca este estudio con muestras de cordón umbilical 
humano y sangre humana. Todos los pacientes firmaron el correspondiente 
consentimiento informado y no se observaron diferencias significativas en cuanto al 
sexo, raza o etnia entre los diferentes grupos. 
 
El Comité Ético de Experimentación Animal de la Universidad de Valencia así 
como de la Conselleria de Agricultura, Medio Ambiente, Cambio Climático y 
Desarrollo Rural de la Generalitat Valenciana aprobó los estudios con animales de 
experimentación realizados en este estudio. Además, estos estudios están en 
concordancia con las directrices institucionales para el cuidado y uso de animales de 






Todos los resultados se expresaron como la media aritmética ± el error estándar 
de la media (E.E.M.). Se realizaron un número de experimentos ≥ 4. Los resultados 
obtenidos se analizaron con un análisis de varianza One-Way ANOVA, con la 
posterior corrección de Newman-Keuls, considerándose que la diferencia entre 
grupos es significativa cuando p<0.05. En algunos casos, los resultados se 
expresaron como porcentaje del control (%) considerando el control negativo como 





































































4.1.  ESTUDIOS IN VIVO 
 
4.1.1. ESTUDIO DEL EFECTO DE LOS FÁRMACOS 
ANTIRRETROVIRALES SOBRE LA INTERACCIÓN    
LEUCOCITO-ENDOTELIO IN VIVO 
 
4.1.1.1. EFECTO DE LOS FÁRMACOS ADMINISTRADOS 
INDIDUALMENTE 
 
4.1.1.1.1.       ITINAN 
 
Se analizó el efecto de los fármacos más empleados dentro de este grupo (EFV, 
NVP y RPV) sobre la interacción leucocito-endotelio in vivo utilizando el modelo 
animal de microscopía intravital. 
 
En vénulas mesentéricas, EFV, NVP y RPV produjeron una disminución 
significativa y dosis dependiente de la velocidad de rodamiento (FIGURA 27A, 28A y 
29A), así como un aumento del rodamiento (FIGURA 27B, 28B y 29B) y la adhesión 
leucocitaria (FIGURA 27C, 28C y 29C). El parámetro de migración leucocitaria 
únicamente fue modificado por EFV y NVP (FIGURA 27D y 28D) pero no por RPV 













FIGURA 27. Efecto de Efavirenz sobre la interacción leucocito-endotelio en vénulas 
mesentéricas de rata. Se analizó la velocidad de rodamiento (A), el rodamiento (B), 
la adhesión (C) y la migración leucocitaria (D). Las ratas fueron tratadas 
intraperitonealmente (4 h) con Efavirenz (EFV, 10-25 µM), su correspondiente 
vehículo (metanol) o control (suero fisiológico). Los resultados fueron expresados 
como Media ± E.E.M. (n = 5). **p<0,01 respecto del valor correspondiente al grupo 





















FIGURA 28. Efecto de Nevirapina sobre la interacción leucocito-endotelio en 
vénulas mesentéricas de rata. Se analizó la velocidad de rodamiento (A), el 
rodamiento (B), la adhesión (C) y la migración leucocitaria (D). Las ratas fueron 
tratadas intraperitonealmente (4 h) con Nevirapina (NVP, 10-50 µM), su 
correspondiente vehículo (agua ácida) o control (suero fisiológico). Los resultados 
fueron expresados como Media ± E.E.M. (n = 4). *p<0,05 ó **p<0,01 respecto del 
valor correspondiente al grupo tratado con agua ácida. Análisis de varianza ANOVA 





















FIGURA 29. Efecto de Rilpivirina sobre la interacción leucocito-endotelio en 
vénulas mesentéricas de rata. Se analizó la velocidad de rodamiento (A), el 
rodamiento (B), la adhesión (C) y la migración leucocitaria (D). Las ratas fueron 
tratadas intraperitonealmente (4 h) con Rilpivirina (RPV, 0.25-1 µM), su 
correspondiente vehículo (DMSO) o control (suero fisiológico). Los resultados 
fueron expresados como Media ± E.E.M. (n = 4-5). ** p<0,01 respecto del valor 
correspondiente al grupo tratado con DMSO. Análisis de varianza ANOVA seguido 




















4.1.1.1.2. ANTAGONISTAS CCR5, InInt E IP 
 
Analizamos el efecto de los fármacos más empleados dentro de cada grupo: 
MVC (antagonista CCR5), RAL (InInt)  y LPV, ATV y DRV (IP) sobre la interacción 
leucocito-endotelio in vivo mediante  el modelo animal de microscopía intravital. 
 
En vénulas mesentéricas, MVC, RAL, LPV, ATV y DRV no produjeron ninguna 




FIGURA 30. Efecto de de los fármacos antagonistas CCR5, InInt e IP sobre la 
interacción leucocito-endotelio en vénulas mesentéricas de rata. Se analizó la 
velocidad de rodamiento (A), el rodamiento (B), la adhesión (C) y la migración 
leucocitaria (D). Las ratas fueron tratadas intraperitonealmente (4 h) con Maraviroc 
(MVC, 5 µM), Raltegravir (RAL, 5 µM), Lopinavir (LPV, 25 µM), Atazanavir (ATV,       
25 µM), Darunavir (DRV, 25 µM), sus correspondientes vehículos (metanol o DMSO) 
o control (suero fisiológico). Los resultados fueron expresados como Media ± E.E.M. 





4.1.1.2. EFECTO DE LAS COMBINACIONES DE LOS FÁRMACOS 
ANTIRRETROVIRALES MÁS EMPLEADAS EN LA 
TERAPEÚTICA ACTUAL 
 
Se analizaron las combinaciones de fármacos más empleadas en la terapéutica 
actual: TDF/FTC/EFV, ABC/3TC/EFV, TDF/FTC/RPV, ABC/3TC/RPV, TDF/FTC/ATV, 
ABC/3TC/ATV, TDF/FTC/DRV, ABC/3TC/DRV sobre la interacción leucocito-endotelio in 
vivo mediante el modelo animal anteriomente citado. 
 
En vénulas mesentéricas, únicamente las combinaciones TDF/FTC/EFV, 
ABC/3TC/EFV, TDF/FTC/RPV, ABC/3TC/RPV, produjeron una disminución significativa 
de la velocidad de rodamiento (FIGURA 31A), así como un aumento significativo del 
rodamiento (FIGURA 31B), la adhesión (FIGURA 31C) y la migración leucocitaria 
(FIGURA 31D). ABC/3TC/ATV y ABC/3TC/DRV produjeron una variación en los 
parámetros de velocidad de rodamiento, rodamiento y adhesión leucocitaria, pero 
no modificaron el de migración leucocitaria (FIGURA 31). Los demás tratamientos no 


















FIGURA 31. Efecto de las combinaciones de los fármacos antirretrovirales más 
utilizadas sobre la interacción leucocito-endotelio en vénulas mesentéricas de rata. 
Se analizó la velocidad de rodamiento (A), el rodamiento (B), la adhesión (C) y la 
migración leucocitaria (D). Las ratas fueron tratadas intraperitonealmente (4 h) con 
las combinaciones TDF/FTC/EFV, ABC/3TC/EFV, TDF/FTC/RPV, ABC/3TC/RPV, 
TDF/FTC/ATV, ABC/3TC/ATV, TDF/FTC/DRV, ABC/3TC/DRV, sus correspondientes 
vehículos (metanol o DMSO) o control (suero fisiológico).  Las concentraciones 
utilizadas fueron TDF 1 µM, FTC 10 µM, EFV 15 µM, ABC 10 µM, 3TC 10 µM,               
RPV 0.5 µM, ATV 10 µM y DRV 10 µM. Los resultados fueron expresados como                  
Media ± E.E.M. (n = 4). **p<0,01 respecto del valor correspondiente al grupo 












4.1.2. ESTUDIO DEL EFECTO DE LOS FÁRMACOS 
ANTIRRETROVIRALES SOBRE LA INFILTRACIÓN 
LEUCOCITARIA EN MESENTERIO DE RATA 
 





Se analizó el efecto de EFV, NVP y RPV sobre la infiltración leucocitaria en 
mesenterio de rata. 
 
EFV y NVP produjeron un aumento significativo en el número de leucocitos 
infiltrados con respecto a sus correspondientes vehículos (TABLA 11 y FIGURA 32) en 
el tejido mesentérico. Además, este parámetro fue significativamente mayor en 
animales tratados con EFV 15 µM (17,7 ± 3,3** vs. metanol: 1,0 ± 0,3 
leucocitos/campo) que en aquellos tratados con NVP 25 µM (5,6 ± 0,4&& vs. agua 
ácida: 0,5 ± 0,3 leucocitos/campo). Además, en ambos casos, los PMN fueron los 
leucocitos predominantes. RPV 0.5 µM no tuvo efecto sobre la infiltración 
leucocitaria (0,9 ± 0,6 vs. DMSO: 0,9 ± 0,1 leucocitos/campo) (TABLA 11 y FIGURA 
32). Estos resultados siguen el mismo patrón que los obtenidos mediante la técnica 











4.1.2.1.2. ANTAGONISTAS CCR5, InInt E IP 
 
Analizamos el efecto de MVC, RAL, LPV, ATV y DRV sobre la infiltración 
leucocitaria en mesenterio de rata. 
 
MRV, RAL, LPV, ATV y DRV no produjeron variaciones en la infiltración 
leucocitaria con respecto a sus correspondientes vehículos (TABLA 11 y FIGURA 32) 



























TABLA 11: Infiltración de leucocitos producida por los fármacos ITINAN, 
antagonistas CCR5, InInt e IP en mesenterio de rata. 






















































Las ratas fueron tratadas intraperitonealmente (4 h) con Efavirenz (EFV, 15 µM), 
Nevirapina (NVP, 25 µM), Rilpivirina (RPV, 0.5 µM), Maraviroc (MVC, 5 µM), 
Raltegravir (RAL, 5 µM), Lopinavir (LPV, 25 µM), Atazanavir (ATV, 25 µM), Darunavir 
(DRV, 25 µM), sus correspondientes vehículos (metanol, agua ácida o DMSO) o 
control (suero fisiológico). El mesenterio seleccionado para los experimentos de 
microscopía intravital fue retirado, fijado con paraformaldehido y teñido con 
Hematoxilina-Eosina y el número de leucocitos infiltrados (neutrófilos, macrófagos y 
linfocitos) fue analizado en un área de 2.5 x 10-4 cm2. Los resultados fueron 
expresados como Media ± E.E.M. (n = 4-5). **p<0,01 respecto del valor 
correspondiente al grupo tratado con metanol, &&p<0,01 respecto del valor 
correspondiente al grupo tratado con agua ácida y ++p<0,01 respecto del valor 
correspondiente al grupo tratado con NVP 25 µM. Análisis de varianza ANOVA 








FIGURA 32. Imágenes representativas de la infiltración leucocitaria producida por 
los fármacos antagonistas CCR5, ITINAN, InInt e IP en mesenterio de rata. Las ratas 
fueron tratadas intraperitonealmente (4 h) con Efavirenz (EFV, 25 µM), Nevirapina 
(NVP, 25 µM), Rilpivirina (RPV, 0.5 µM), Maraviroc (MVC, 5 µM), Raltegravir (RAL,     
5 µM), Lopinavir (LPV, 25 µM), Atazanavir (ATV, 25 µM), Darunavir (DRV, 25 µM), sus 
correspondientes vehículos (metanol, agua ácida o DMSO) o control (suero 
fisiológico). El mesenterio seleccionado para los experimentos de microscopía 
intravital fue recogido, fijado con paraformaldehido y teñido con Hematoxilina-
Eosina, y el número de leucocitos infiltrados (neutrófilos y macrófagos) fue 
analizado en un área de 2.5 x 10-4 cm2 en animales tratados con suero fisiológico (A), 
metanol (B), agua ácida (C), DMSO (D), EFV (E), NVP (F), RPV (G), MVC (H), RAL (I), 
LPV (J), ATV (K) y DRV (L). Las flechas (     ) indican ejemplos de neutrófilos 





4.1.2.2. EFECTO DE LAS COMBINACIONES DE LOS FÁRMACOS 
ANTIRRETROVIRALES MÁS EMPLEADAS EN LA 
TERAPEÚTICA ACTUAL 
 
Se analizaron las combinaciones de fármacos TDF/FTC/EFV, ABC/3TC/EFV, 
TDF/FTC/RPV, ABC/3TC/RPV, TDF/FTC/ATV, ABC/3TC/ATV, TDF/FTC/DRV, ABC/3TC/DRV 
sobre la infiltración leucocitaria en mesenterio de rata.  
 
El análisis de las tinciones Hematoxilina-Eosina confirmó que las combinaciones 
TDF/FTC/EFV, ABC/3TC/EFV, ABC/3TC/RPV produjeron un mayor número de 
leucocitos infiltrados con respecto a sus correspondientes vehículos (TABLA 12 y 
FIGURA 33) y que en todos los casos, los PMN fueron los leucocitos predominantes. 
TDF/FTC/RPV, TDF/FTC/ATV, ABC/3TC/ATV, TDF/FTC/DRV y ABC/3TC/DRV no 
produjeron una mayor infiltración leucocitaria (TABLA 12 y FIGURA 33). Cabe 
destacar que los tratamientos ABC/3TC/ATV y ABC/3TC/DRV no produjeron dicha 
infiltración leucocitaria, si bien, resultados realizados anteriomente en nuestro 
laboratorio indican que ABC si que produce migración leucocitaria en mesenterio de 
rata (De Pablo et al., 2013). Los resultados obtenidos por esta técnica concuerdan 















TABLA 12: Infiltración de leucocitos producida por las combinaciones de los 
fármacos antirretrovirales más utilizadas en mesenterio de rata. 






















































Las ratas fueron tratadas intraperitonealmente (4 h) con las combinaciones 
TDF/FTC/EFV, ABC/3TC/EFV, TDF/FTC/RPV, ABC/3TC/RPV, TDF/FTC/ATV, ABC/3TC/ATV, 
TDF/FTC/DRV, ABC/3TC/DRV, sus correspondientes vehículos (metanol o DMSO) o 
control (suero fisiológico). Las concentraciones utilizadas fueron TDF 1 µM,            
FTC 10 µM, EFV 15 µM, ABC 10 µM, 3TC 10 µM, RPV 0.5 µM, ATV 10 µM y DRV 10 µM. 
El mesenterio seleccionado para los experimentos de microscopía intravital fue 
retirado, fijado con paraformaldehido y teñido con Hematoxilina-Eosina y el número 
de leucocitos infiltrados (neutrófilos, macrófagos y linfocitos) fue analizado en un 
área de 2.5 x 10-4 cm2 en animales tratados. Los resultados fueron expresados como 
Media ± E.E.M. (n = 4-5). **p<0.01 respecto del valor correspondiente al grupo 
tratado con metanol y ^^p<0.01 respecto del valor correspondiente al grupo tratado 




































FIGURA 33. Imágenes representativas de la infiltración leucocitaria producida por 
las combinaciones de los fármacos antirretrovirales más utilizadas en mesenterio 
de rata. Las ratas fueron tratadas intraperitonealmente (4 h) con las combinaciones 
TDF/FTC/EFV, ABC/3TC/EFV, TDF/FTC/RPV, ABC/3TC/RPV, TDF/FTC/ATV, ABC/3TC/ATV, 
TDF/FTC/DRV, ABC/3TC/DRV, sus correspondientes vehículos (metanol o DMSO) o 
control (suero fisiológico). Las concentraciones utilizadas fueron TDF 1 µM,            
FTC 10 µM, EFV 15 µM, ABC 10 µM, 3TC 10 µM, RPV 0.5 µM, ATV 10 µM y DRV 10 µM. 
El mesenterio seleccionado para los experimentos de microscopía intravital fue 
retirado, fijado con paraformaldehido y teñido con Hematoxilina-Eosina, y el 
número de leucocitos infiltrados (neutrófilos, macrófagos y linfocitos) fue analizado 
en un área de 2.5 x 10-4 cm2 en animales tratados con suero fisiológico (A), metanol 
(B), DMSO (C), TDF/FTC/EFV (D), ABC/3TC/EFV (E), TDF/FTC/RPV (F), ABC/3TC/RPV 
(G), TDF/FTC/ATV (H), ABC/3TC/ATV (I), TDF/FTC/DRV (J) y ABC/3TC/DRV (K). Las 





4.1.3. ESTUDIO DEL MECANISMO RESPONSABLE DE LA 
INTERACCIÓN LEUCOCITO-ENDOTELIO INDUCIDA POR LOS 
FÁRMACOS ITINAN IN VIVO 
 
Con el fin de estudiar la posible implicación de las moléculas de adhesión en la 
interacción leucocito-endotelio inducida por los fármacos ITINAN, empleamos la 
técnica de microscopía intravital en mesenterio de rata administrando por vía 
intravenosa (i.v.) anticuerpos bloqueantes frente a distintas moléculas de adhesión 
(CD11b, CD18 e ICAM-1) 30 minutos antes del  tratamiento de los animales con EFV, 
NVP o RPV.  
 
Así, la interacción leucocito-endotelio inducida por EFV (FIGURA 34), y por RPV 
(FIGURA 36) fue completamente bloqueada mediante anticuerpos frente a CD11b, 
CD18 o ICAM-1. Las interacciones inducidas por NVP no fueron bloqueadas con el 
uso de los anticuerpos citados anteriormente (FIGURA 35), sugiriendo que habría 



















FIGURA 34. Estudio del mecanismo responsable de la interacción leucocito-
endotelio inducida por Efavirenz in vivo. Se analizó la velocidad de rodamiento (A), 
el rodamiento (B), la adhesión (C) y la migración leucocitaria (D). Las ratas fueron 
pretratadas (i.v.) con los anticuerpos bloqueantes (anti-CD11b, anti-CD18, anti-CD54 
o anticuerpo control) durante 30 min previo al tratamiento con Efavirenz             
(EFV, 15 µM), su correspondiente vehículo (metanol) o control (suero fisiológico) 
por vía intraperitoneal (4 h). Los resultados fueron expresados como Media ± E.E.M.           
(n = 4). **p<0,01 respecto del valor correspondiente al grupo tratado con metanol y 
++p<0,01 respecto del valor correspondiente al grupo tratado con EFV 15 µM. Análisis 


















FIGURA 35. Estudio del mecanismo responsable de la interacción leucocito-
endotelio inducida por Nevirapina in vivo. Se analizó la velocidad de rodamiento 
(A), el rodamiento (B), la adhesión (C) y la migración leucocitaria (D). Las ratas 
fueron pretratadas (i.v.) con los anticuerpos bloqueantes (anti-CD11b, anti-CD18, 
anti-CD54 o anticuerpo control) durante 30 min previo al tratamiento con 
Nevirapina (NVP, 25 µM), su correspondiente vehículo (agua ácida) o control (suero 
fisiológico) por vía intraperitoneal (4 h). Los resultados fueron expresados como 
Media ± E.E.M. (n = 4). **p<0,01 respecto del valor correspondiente al grupo 



















FIGURA 36. Estudio del mecanismo responsable de la interacción leucocito-
endotelio inducida por Rilpivirina in vivo. Se analizó la velocidad de rodamiento (A), 
el rodamiento (B), la adhesión (C) y la migración leucocitaria (D). Las ratas fueron 
pretratadas (i.v.) con los anticuerpos bloqueantes (anti-CD11b, anti-CD18, anti-CD54 
o anticuerpo control) durante 30 min previo al tratamiento con Rilpivirina           
(RPV,    0.5 µM), su correspondiente vehículo (DMSO) o control (suero fisiológico) 
por vía intraperitoneal (4 h). Los resultados fueron expresados como Media ± E.E.M.           
(n = 4). **p<0,01 respecto del valor correspondiente al grupo tratado con DMSO y 
++p<0,01 respecto del valor correspondiente al grupo tratado con RPV 0.5 µM. 


















4.2. ESTUDIOS IN VITRO 
 
4.2.1. ESTUDIO DEL EFECTO DE LOS FÁRMACOS 
ANTIRRETROVIRALES SOBRE LA INTERACCIÓN    
LEUCOCITO-ENDOTELIO IN VITRO 
 





Se analizó el efecto de EFV, NVP y RPV sobre la interacción leucocito-endotelio in 
vitro utilizando el modelo de adhesión dinámica en cámara paralela de flujo. 
 
En células humanas, EFV, NVP y RPV produjeron una disminución significativa y 
dosis dependiente de la velocidad de rodamiento (FIGURA 37A, 39A y 41A), así como 
un aumento del rodamiento (FIGURA 37B, 39B y 41B), y la adhesión de PMN 
(FIGURA 37C, 39C y 41C) a HUVEC. Resultados similares se obtuvieron cuando se 


















































FIGURA 37. Efecto de Efavirenz sobre la interacción de PMN sobre el endotelio 
venular. Se analizó la velocidad de rodamiento (A), el rodamiento (B) y la adhesión 
leucocitaria (C). PMN y HUVEC fueron tratados independientemente (4 h) con 
Efavirenz (EFV, 10-25 µM), su correspondiente vehículo (metanol) o control (medio 
de cultivo o agua estéril). Los resultados fueron expresados como Media ± E.E.M.  
(n = 4-6). **p<0,01 respecto del valor correspondiente al grupo tratado con 
metanol. Análisis de varianza ANOVA seguido del post-test Newman-Keuls. 
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FIGURA 38. Efecto de Efavirenz sobre la interacción de PBMC sobre el endotelio 
venular. Se analizó la velocidad de rodamiento (A), el rodamiento (B) y la adhesión 
leucocitaria (C). PBMC y HUVEC fueron tratados independientemente (4 h) con 
Efavirenz (EFV, 10-25 µM), su correspondiente vehículo (metanol) o control (medio 
de cultivo 0 agua estéril). Los resultados fueron expresados como Media ± E.E.M.   
(n = 4). **p<0,01 respecto del valor correspondiente al grupo tratado con metanol. 
Análisis de varianza ANOVA seguido del post-test Newman-Keuls. 
 











































FIGURA 39. Efecto de Nevirapina sobre la interacción de PMN sobre el endotelio 
venular. Se analizó la velocidad de rodamiento (A), el rodamiento (B) y la adhesión 
leucocitaria (C). PMN y HUVEC fueron tratados independientemente (4 h) con 
Nevirapina (NVP, 10-50 µM), su correspondiente vehículo (agua ácida) o control 
(medio de cultivo o agua estéril). Los resultados fueron expresados como         
Media ± E.E.M. (n = 4-5). **p<0,01 respecto del valor correspondiente al grupo 
tratado con agua ácida. Análisis de varianza ANOVA seguido del post-test    
Newman-Keuls. 











































FIGURA 40. Efecto de Nevirapina sobre la interacción de PBMC sobre el endotelio 
venular. Se analizó la velocidad de rodamiento (A), el rodamiento (B) y la adhesión 
leucocitaria (C). PBMC y HUVEC fueron tratados independientemente (4 h) con 
Nevirapina (NVP, 10-50 µM), su correspondiente vehículo (agua ácida) o control 
(medio de cultivo 0 agua estéril). Los resultados fueron expresados como         
Media ± E.E.M. (n = 5). **p<0,01 respecto del valor correspondiente al grupo tratado 
con agua ácida. Análisis de varianza ANOVA seguido del post-test Newman-Keuls. 
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FIGURA 41. Efecto de Rilpivirina sobre la interacción de PMN sobre el endotelio 
venular. Se analizó la velocidad de rodamiento (A), el rodamiento (B) y la adhesión 
leucocitaria (C). PMN y HUVEC fueron tratados independientemente (4 h) con 
Rilpivirina (RPV, 0.25-1 µM), su correspondiente vehículo (DMSO) o control (medio 
de cultivo o agua estéril). Los resultados fueron expresados como Media ± E.E.M.  
(n = 4). **p<0,01 respecto del valor correspondiente al grupo tratado con DMSO. 
Análisis de varianza ANOVA seguido del post-test Newman-Keuls. 
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FIGURA 42. Efecto de Rilpivirina sobre la interacción de PMN sobre el endotelio 
venular. Se analizó la velocidad de rodamiento (A), el rodamiento (B) y la adhesión 
leucocitaria (C). PBMC y HUVEC fueron tratados independientemente (4 h) con 
Rilpivirina (RPV, 0.25-1 µM), su correspondiente vehículo (DMSO) o control (medio 
de cultivo 0 agua estéril). Los resultados fueron expresados como Media ± E.E.M.   
(n = 4). **p<0,01 respecto del valor correspondiente al grupo tratado con DMSO. 
Análisis de varianza ANOVA seguido del post-test Newman-Keuls. 
 






4.2.1.1.2. ANTAGONISTAS CCR5, InInt E IP 
 
Analizamos el efecto de MVC, RAL, LPV, ATV y DRV sobre la interacción 
leucocito-endotelio in vitro utilizando el modelo de adhesión dinámica en cámara 
paralela de flujo. 
 
En células humanas, MVC, RAL, LPV, ATV y DRV no produjeron ninguna variación 



























































FIGURA 43. Efecto de los fármacos antagonistas CCR5, InInt e IP sobre la 
interacción de e PMN sobre el endotelio venular. Se analizó la velocidad de 
rodamiento (A), el rodamiento (B) y la adhesión leucocitaria (C). PMN y HUVEC 
fueron tratados independientemente (4 h) con Maraviroc (MVC, 5 µM), Raltegravir 
(RAL, 5 µM), Lopinavir (LPV, 25 µM), Atazanavir (ATV, 25 µM), Darunavir (DRV,        
25 µM), sus correspondientes vehículos (metanol o DMSO) o control (medio de 
cultivo o agua estéril). Los resultados fueron expresados como Media ± E.E.M.        































FIGURA 44. Efecto de los fármacos antagonistas CCR5,  InInt e IP sobre la 
interacción de PBMC sobre el endotelio venular. Se analizó la velocidad de 
rodamiento (A), el rodamiento (B) y la adhesión leucocitaria (C). PBMC y HUVEC 
fueron tratados independientemente (4 h) con Maraviroc (MVC, 5 µM), Raltegravir 
(RAL, 5 µM), Lopinavir (LPV, 25 µM), Atazanavir (ATV, 25 µM), Darunavir (DRV,        
25 µM), sus correspondientes vehículos (metanol o DMSO) o control (medio de 
cultivo o agua estéril). Los resultados fueron expresados como Media ± E.E.M.        






4.2.1.2. EFECTO DE LAS COMBINACIONES DE FÁRMACOS 
ANTIRRETROVIRALES MÁS EMPLEADAS EN LA 
TERAPEÚTICA ACTUAL 
 
Se analizaron las combinaciones de fármacos TDF/FTC/EFV, ABC/3TC/EFV, 
TDF/FTC/RPV, ABC/3TC/RPV, TDF/FTC/ATV, ABC/3TC/ATV, TDF/FTC/DRV, ABC/3TC/DRV 
sobre la interacción leucocito-endotelio in vitro mediante el modelo anteriomente 
citado. 
  
En células humanas, las combinaciones TDF/FTC/EFV, ABC/3TC/EFV, TDF/FTC/RPV, 
ABC/3TC/RPV, ABC/3TC/ATV y ABC/3TC/DRV produjeron una disminución significativa 
de la velocidad de rodamiento, así como un aumento significativo del rodamiento y 
la adhesión tanto de PMN (FIGURA 45) como de PBMC (FIGURA 46) sobre HUVEC. 
Las combinaciones TDF/FTC/ATV y TDF/FTC/DRV no produjeron ninguna variación en 






































FIGURA 45. Efecto de las combinaciones de los fármacos antirretrovirales más 
utilizadas sobre la interacción de PMN sobre el endotelio venular. Se analizó la 
velocidad de rodamiento (A), el rodamiento (B) y la adhesión leucocitaria (C). PMN y 
HUVEC fueron tratados independientemente (4 h) con las combinaciones 
TDF/FTC/EFV, ABC/3TC/EFV, TDF/FTC/RPV, ABC/3TC/RPV, TDF/FTC/ATV, ABC/3TC/ATV, 
TDF/FTC/DRV, ABC/3TC/DRV, TDF/FTC/RAL, ABC/3TC/RAL, sus correspondientes 
vehículos (metanol o DMSO) o control (medio de cultivo o agua estéril). Las 
concentraciones utilizadas fueron TDF 1 µM, FTC 10 µM, EFV 15 µM, ABC 10 µM,     
3TC 10 µM, RPV 0.5 µM, ATV 10 µM, DRV 10 µM y RAL 2 µM. Los resultados fueron 
expresados como Media ± E.E.M. (n = 4). **p<0,01 respecto del valor 
correspondiente al grupo tratado con metanol o DMSO. Análisis de varianza ANOVA 


























FIGURA 46. Efecto de las combinaciones de los fármacos antirretrovirales más 
utilizadas sobre la interacción de PBMC sobre el endotelio venular. Se analizó la 
velocidad de rodamiento (A), el rodamiento (B) y la adhesión leucocitaria (C). PBMC 
y HUVEC fueron tratados independientemente (4 h) con las combinaciones 
TDF/FTC/EFV, ABC/3TC/EFV, TDF/FTC/RPV, ABC/3TC/RPV, TDF/FTC/ATV, ABC/3TC/ATV, 
TDF/FTC/DRV, ABC/3TC/DRV, TDF/FTC/RAL, ABC/3TC/RAL, sus correspondientes 
vehículos (metanol o DMSO) o control (medio de cultivo o agua estéril). Las 
concentraciones utilizadas fueron TDF 1 µM, FTC 10 µM, EFV 15 µM, ABC 10 µM,     
3TC 10 µM, RPV 0.5 µM, ATV 10 µM, DRV 10 µM y RAL 2 µM. Los resultados fueron 
expresados como Media ± E.E.M. (n = 4). **p<0,01 respecto del valor 
correspondiente al grupo tratado con metanol o DMSO. Análisis de varianza ANOVA 







4.2.2. ESTUDIO DEL EFECTO DE LOS FÁRMACOS 
ANTIRRETROVIRALES  SOBRE LA EXPRESIÓN DE 
MOLÉCULAS DE ADHESIÓN IN VITRO 
 





4.2.2.1.1.1. Células leucocitarias 
 
Se analizó el efecto de EFV, NVP y RPV sobre la expresión de moléculas de 
adhesión leucocitarias in vitro utilizando la citometría de flujo. 
 
EFV produjo el aumento en la expresión de CD11b, CD11c y CD18 en neutrófilos y 
monocitos (FIGURA 47 y 48), mientras que RPV aumentó la expresión de CD11b, 
CD11c y CD18 en neutrófilos, y únicamente CD11b en monocitos (FIGURA 51 y 52), no 
produciendo cambios en la expresión del resto de moléculas de adhesión analizadas 
en estas dos poblaciones leucocitarias, así como ningún cambio de expresión en las 
moléculas de adhesión analizadas en linfocitos (TABLA 13, 14 y 15). NVP, no modificó 
la expresión de las moléculas de adhesión analizadas  en ninguna de las tres 
poblaciones leucocitarias (neutrófilos, monocitos y linfocitos) (FIGURA 49, 50 y 
































FIGURA 47. Efecto de Efavirenz sobre la expresión de moléculas de adhesión 
leucocitarias en neutrófilos de sangre humana. Se analizó la expresión de CD11b 
(A), CD11c (B) y CD18 (C). La sangre humana fue tratada con Efavirenz                    
(EFV, 10-25 µM), su correspondiente vehículo (metanol) o control (agua estéril)       
(4 h). Los valores de fluorescencia (FITC o PE) representan el % de la mediana de la 
intensidad de la fluorescencia respecto del grupo control (agua estéril). Los 
resultados fueron expresados como Media ± E.E.M. (n = 5). *p<o,05 ó **p<0,01 
respecto del valor correspondiente al grupo tratado con metanol. Análisis de 
varianza ANOVA seguido del post-test Newman-Keuls. 










































FIGURA 48. Efecto de Efavirenz sobre la expresión de moléculas de adhesión 
leucocitarias en monocitos de sangre humana. Se analizó la expresión de CD11b (A), 
CD11c (B) y CD18 (C). La sangre humana fue tratada con Efavirenz (EFV, 10-25 µM), su 
correspondiente vehículo (metanol) o control (agua estéril) (4 h). Los valores de 
fluorescencia (FITC o PE) representan el % de la mediana de la intensidad de la 
fluorescencia respecto del grupo control (agua estéril). Los resultados fueron 
expresados como Media ± E.E.M. (n = 4). *p<0,05 ó **p<0,01 respecto del valor 
correspondiente al grupo tratado con metanol. Análisis de varianza ANOVA seguido 
del post-test Newman-Keuls. 










































FIGURA 49. Efecto de Nevirapina sobre la expresión de moléculas de adhesión 
leucocitarias en neutrófilos de sangre humana. Se analizó la expresión de CD11b 
(A), CD11c (B) y CD18 (C). La sangre humana fue tratada con Nevirapina                
(NVP, 10-50 µM), su correspondiente vehículo (agua ácida) o control (agua estéril) 
(4 h). Los valores de fluorescencia (FITC o PE) representan el % de la mediana de la 
intensidad de la fluorescencia respecto del grupo control (agua estéril). Los 
resultados fueron expresados como Media ± E.E.M. (n = 5). Análisis de varianza 
ANOVA seguido del post-test Newman-Keuls. 
 










































FIGURA 50. Efecto de Nevirapina sobre la expresión de moléculas de adhesión 
leucocitarias en monocitos de sangre humana. Se analizó la expresión de CD11b (A), 
CD11c (B) y CD18 (C). La sangre humana fue tratada con Nevirapina (NVP, 10-50 µM), 
su correspondiente vehículo (agua ácida) o control (agua estéril) (4 h). Los valores 
de fluorescencia (FITC o PE) representan el % de la mediana de la intensidad de la 
fluorescencia respecto del grupo control (agua estéril). Los resultados fueron 
expresados como Media ± E.E.M. (n = 5). Análisis de varianza ANOVA seguido del 
post-test Newman-Keuls. 
 










































FIGURA 51. Efecto de Rilpivirina sobre la expresión de moléculas de adhesión 
leucocitarias en neutrófilos de sangre humana. Se analizó la expresión de CD11b 
(A), CD11c (B) y CD18 (C). La sangre humana fue tratada con Rilpivirina                  
(RPV, 0.25-1 µM), su correspondiente vehículo (DMSO) o control (agua estéril) (4 h). 
Los valores de fluorescencia (FITC o PE) representan el % de la mediana de la 
intensidad de la fluorescencia respecto del grupo con control (agua estéril). Los 
resultados fueron expresados como Media ± E.E.M. (n = 8). **p<0,01 respecto del 
valor correspondiente al grupo tratado DMSO. Análisis de varianza ANOVA seguido 
del post-test Newman-Keuls. 










































FIGURA 52. Efecto de Rilpivirina sobre la expresión de moléculas de adhesión 
leucocitarias en monocitos de sangre humana. Se analizó la expresión de CD11b (A), 
CD11c (B) y CD18 (C). La sangre humana fue tratada con Rilpivirina (RPV, 0.25-1 µM), 
su correspondiente vehículo (DMSO) o control (agua estéril) (4 h). Los valores de 
fluorescencia (FITC o PE) representan el % de la mediana de la intensidad de la 
fluorescencia respecto del grupo control (agua estéril). Los resultados fueron 
expresados como Media ± E.E.M. (n = 8). **p<0,01 respecto del valor 
correspondiente al grupo tratado con DMSO. Análisis de varianza ANOVA seguido 
del post-test Newman-Keuls. 






TABLA 13: Efecto de los fármacos ITINAN sobre la expresión de moléculas de 




CD11a CD49d CD62L 
Metanol 
 








102,8±1,4 97,8±3,1 99,3±4,4 
 






























NVP 50 µM 
 
93,5±2,7 98,2±1,6 99,1±4,8 
 












RPV 1 µM 
 
107,2±2,5 106,7±7,5 93,5±2,8 
 
 
Las sangre humana fue tratada con Efavirenz (EFV, 10-25 µM), Nevirapina            
(NVP, 10-50 µM), Rilpivirina (RPV, 0.25-1 µM), sus correspondientes vehículos 
(metanol, agua ácida o DMSO) o control (agua estéril) (4 h). Los valores de 
fluorescencia (FITC o PE) representan el % de la mediana de la intensidad de la 
fluorescencia respecto del grupo control (agua estéril). Los resultados fueron 
expresados como Media ± E.E.M. (n = 5-8). Análisis de varianza ANOVA seguido del 










TABLA 14: Efecto de los fármacos ITINAN sobre la expresión de moléculas de 
adhesión leucocitarias en monocitos de sangre humana. 
 
MONOCITOS 

















































NVP 50 µM 
 
97,5±3,2 102,8±1,6 106,0±10,5 
 












RPV 1 µM 
 
112,4±3,3 101,2±1,8 103,9±6,4 
 
 
Las sangre humana fue tratada con Efavirenz (EFV, 10-25 µM), Nevirapina            
(NVP, 10-50 µM), Rilpivirina (RPV, 0.25-1 µM), sus correspondientes vehículos 
(metanol, agua ácida o DMSO) o control (agua estéril) (4 h). Los valores de 
fluorescencia (FITC o PE) representan el % de la mediana de la intensidad de la 
fluorescencia respecto del grupo control (agua estéril). Los resultados fueron 
expresados como Media ± E.E.M. (n = 4-8). Análisis de varianza ANOVA seguido del 









TABLA 15: Efecto de los fármacos ITINAN sobre la expresión de moléculas de 
adhesión leucocitarias en linfocitos de sangre humana. 
 
LINFOCITOS 















































90,8±12,6 98,5±3,9 111,0±4,2 96,0±2,7 99,2±2,2 
 






















95,0±5,7 92,4±6,8 114,9±10,3 115,7±17,1 
 
 
Las sangre humana fue tratada con Efavirenz (EFV, 10-25 µM), Nevirapina            
(NVP, 10-50 µM), Rilpivirina (RPV, 0.25-1 µM), sus correspondientes vehículos 
(metanol, agua ácida o DMSO) o control (agua estéril) (4 h). Los valores de 
fluorescencia (FITC o PE) representan el % de la mediana de la intensidad de la 
fluorescencia respecto del grupo control (agua estéril). Los resultados fueron 
expresados como Media ± E.E.M. (n = 4-8). Análisis de varianza ANOVA seguido del 









4.2.2.1.1.2. Células endoteliales 
 
Analizamos el efecto de EFV, NVP y RPV sobre la expresión de moléculas de 
adhesión endoteliales in vitro utilizando la técnica anteriormente citada. 
 
El análisis de la citometría de flujo desveló que ninguno de los tratamientos 
evaluados produjo variación alguna en la expresión de moléculas de adhesión 
























TABLA 16: Efecto de los fármacos ITINAN sobre la expresión de moléculas de 
adhesión endoteliales en HUVEC. 
 
CÉLULAS ENDOTELIALES 










































































Las HUVEC fueron tratadas con Efavirenz (EFV, 10-25 µM), Nevirapina                   
(NVP, 10-50 µM), Rilpivirina (RPV, 0.25-1 µM), sus correspondientes vehículos 
(metanol, agua ácida o DMSO) o control (medio de cultivo) (4 h). Los valores de 
fluorescencia (FITC o PE) representan el % de la mediana de la intensidad de la 
fluorescencia respecto del grupo control (medio de cultivo). Los resultados fueron 













4.2.2.1.2. ANTAGONISTAS CCR5, InInt E IP 
 
 
4.2.2.1.2.1. Células leucocitarias 
 
Se analizó el efecto de MVC, RAL, LPV, ATV y DRV sobre la expresión de 
moléculas de adhesión leucocitarias in vitro utilizando la citometría de flujo. 
 
Ninguno de los tratamientos produjo una variación en la expresión de las 
moléculas de adhesión analizadas  en ninguna de las tres poblaciones leucocitarias 






















TABLA 17: Efecto de los fármacos antagonistas CCR5, InInt e IP sobre la expresión 
de moléculas de adhesión leucocitarias en neutrófilos de sangre humana. 
 
NEUTRÓFILOS 









































110,1±16,2 107,4±22,4 87,9±7,8 100,0±0,9 
 
 
Las sangre humana fue tratada con Maraviroc (MVC, 5 µM), Raltegravir (RAL, 5 µM), 
Lopinavir (LPV, 25 µM), Atazanavir (ATV, 25 µM), Darunavir (DRV, 25 µM), sus 
correspondientes vehículos (metanol o DMSO) o control (agua estéril) (4 h). Los 
valores de fluorescencia (FITC o PE) representan el % de la mediana de la intensidad 
de la fluorescencia respecto del grupo control (agua estéril). Los resultados fueron 
















TABLA 18: Efecto de los fármacos antagonistas CCR5, InInt e IP sobre la expresión 
de moléculas de adhesión leucocitarias en monocitos de sangre humana. 
 
MONOCITOS 









































115,3±18,0 108,7±6,6 97,3±3,4 100,8±11,4 
 
 
Las sangre humana fue tratada con Maraviroc (MVC, 5 µM), Raltegravir (RAL, 5 µM), 
Lopinavir (LPV, 25 µM), Atazanavir (ATV, 25 µM), Darunavir (DRV, 25 µM), sus 
correspondientes vehículos (metanol o DMSO) o control (agua estéril) (4 h). Los 
valores de fluorescencia (FITC o PE) representan el % de la mediana de la intensidad 
de la fluorescencia respecto del grupo control (agua estéril). Los resultados fueron 
















TABLA 19: Efecto de los fármacos antagonistas CCR5, InInt e IP sobre la expresión 
de moléculas de adhesión leucocitarias  en linfocitos de sangre humana. 
 
LINFOCITOS 









































99,4±7,5 101,9±22,4 116,0±11,5 120,0±16,6 
 
 
Las sangre humana fue tratada con Maraviroc (MVC, 5 µM), Raltegravir (RAL, 5 µM), 
Lopinavir (LPV, 25 µM), Atazanavir (ATV, 25 µM), Darunavir (DRV, 25 µM), sus 
correspondientes vehículos (metanol o DMSO) o control (agua estéril) (4 h). Los 
valores de fluorescencia (FITC o PE) representan el % de la intensidad de la 
fluorescencia respecto del grupo control (agua estéril). Los resultados fueron 
















4.2.2.1.2.2. Células endoteliales 
 
Analizamos el efecto de MVC, RAL, LPV, ATV y DRV sobre la expresión de 
moléculas de adhesión endoteliales in vitro utilizando la técnica anteriormente 
citada. 
 
El análisis de la citometría de flujo desveló que ninguno de los tratamientos 
evaluados produjo variación alguna en la expresión de moléculas de adhesión 


























TABLA 20: Efecto de los fármacos antagonistas CCR5, InInt e IP sobre la expresión 
de moléculas de adhesión endoteliales en HUVEC. 
 
CÉLULAS ENDOTELIALES 












































Las HUVEC fueron tratadas con Maraviroc (MVC, 5 µM), Raltegravir (RAL, 5 µM), 
Lopinavir (LPV, 25 µM), Atazanavir (ATV, 25 µM), Darunavir (DRV, 25 µM), sus 
correspondientes vehículos (metanol o DMSO) o control (medio de cultivo) (4 h). 
Los valores de fluorescencia (FITC o PE) representan el % de la mediana de la 
intensidad de la fluorescencia respecto del grupo control (medio de cultivo). Los 
resultados fueron expresados como Media ± E.E.M. (n = 4-8). Análisis de varianza 

















4.2.3. ESTUDIO DEL MECANISMO RESPONSABLE DE LA 
INTERACCIÓN LEUCOCITO-ENDOTELIO INDUCIDA POR LOS 
FÁRMACOS ITINAN IN VITRO 
 
Con el fin de estudiar la posible implicación de las moléculas de adhesión en la 
interacción leucocito-endotelio inducida por los fármacos ITINAN, empleamos la 
técnica de adhesión dinámica en cámara paralela de flujo, pretratando PMN o PBMC 
y células endoteliales con anticuerpos bloqueantes frente a ciertas moléculas de 
adhesión (CD11b, CD11c, CD18 e ICAM-1) 30 minutos antes del  tratamiento con EFV y 
RPV.  
 
Así, la interacción PMN-HUVEC inducida por EFV (FIGURA 53), y por RPV (FIGURA 
55) fue completamente bloqueada mediante anticuerpos frente a CD11b, CD11c, 
CD18 o ICAM-1. Resultados similares se obtuvieron cuando se analizó la interacción 
PBMC-HUVEC (FIGURA 54 y 56). Cabe destacar, que en el caso de RPV, cuando 
bloqueamos con el anticuerpo frente a CD11c usando PBMC, la reversión fue parcial 
aunque significativa, en los parámetros de velocidad de rodamiento, rodamiento y 

















































FIGURA 53. Estudio del mecanismo responsable de la interacción PMN-HUVEC 
inducida por Efavirenz. Se analizó la velocidad de rodamiento (A), el rodamiento (B) 
y la adhesión leucocitaria (C). Los PMN fueron pretratados con los anticuerpos 
bloqueantes (anti-CD11b, anti-CD11c, anti-CD18 o anticuerpo control) y las HUVEC 
fueron pretratadas con los anticuerpos bloqueantes (anti-CD54 o anticuerpo 
control) independientemente durante 30 min y posteriormente tratados ambos con 
Efavirenz (EFV, 15 µM), su correspondiente vehículo (metanol) o control (medio de 
cultivo  o agua estéril) (4 h). Los resultados fueron expresados como Media ± E.E.M. 
(n = 4). **p<0,01 respecto del valor correspondiente al grupo tratado con metanol y 
++p<0,01 respecto del valor correspondiente al grupo tratado con EFV 15 µM. Análisis 
de varianza ANOVA seguido del post-test Newman-Keuls. 
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FIGURA 54. Estudio del mecanismo responsable de la interacción PBMC-HUVEC 
inducida por Efavirenz. Se analizó la velocidad de rodamiento (A), el rodamiento (B) 
y la adhesión leucocitaria (C). Los PBMC fueron pretratados con los anticuerpos 
bloqueantes (anti-CD11b, anti-CD11c, anti-CD18 o anticuerpo control) y las HUVEC 
fueron pretratadas con los anticuerpos bloqueantes (anti-CD54 o anticuerpo 
control) independientemente durante 30 min y posteriormente tratados ambos con 
Efavirenz (EFV, 15 µM), su correspondiente vehículo (metanol) o control (medio de 
cultivo o agua estéril) (4 h). Los resultados fueron expresados como Media ± E.E.M. 
(n = 4). **p<0,01 respecto del valor correspondiente al grupo tratado con metanol y 
++p<0,01 respecto del valor correspondiente al grupo tratado con EFV 15 µM. Análisis 
de varianza ANOVA seguido del post-test Newman-Keuls. 
 EFV      







































FIGURA 55. Estudio del mecanismo responsable de la interacción PMN-HUVEC 
inducida por Rilpivirina. Se analizó la velocidad de rodamiento (A), el rodamiento 
(B) y la adhesión leucocitaria (C). Los PMN fueron pretratados con los anticuerpos 
bloqueantes (anti-CD11b, anti-CD11c, anti-CD18 o anticuerpo control) y las HUVEC 
fueron pretratadas con los anticuerpos bloqueantes (anti-CD54 o anticuerpo 
control) independientemente durante 30 min y posteriormente tratados ambos con 
Rilpivirina (RPV, 0.5 µM), su correspondiente vehículo (DMSO) o control (medio de 
cultivo o agua estéril) (4 h). Los resultados fueron expresados como Media ± E.E.M. 
(n = 4). **p<0,01 respecto del valor correspondiente al grupo tratado con DMSO y 
++p<0,01 respecto del valor correspondiente al grupo tratado con RPV 0.5 µM. 
Análisis de varianza ANOVA seguido del post-test Newman-Keuls. 
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FIGURA 56. Estudio del mecanismo responsable de la interacción PBMC-HUVEC 
inducida por Rilpivirina. Se analizó la velocidad de rodamiento (A), el rodamiento 
(B) y la adhesión leucocitaria (C). Los PBMC fueron pretratados con los anticuerpos 
bloqueantes (anti-CD11b, anti-CD11c, anti-CD18 o anticuerpo control) y las HUVEC 
fueron pretratadas con los anticuerpos bloqueantes (anti-CD54 o anticuerpo 
control) independientemente durante 30 min y posteriormente tratados ambos con 
Rilpivirina (RPV, 0.5 µM), su correspondiente vehículo (metanol) o control (medio 
de cultivo o agua estéril) (4 h). Los resultados fueron expresados como              
Media ± E.E.M. (n = 4). **p<0,01 respecto del valor correspondiente al grupo 
tratado con DMSO y ++p<0,01 respecto del valor correspondiente al grupo tratado 
con  RPV 0.5 µM. Análisis de varianza ANOVA seguido del post-test Newman-Keuls. 
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La “Terapia Antirretroviral Combinada” se desarrolló rápidamente a partir de 
que se notificaran los primeros casos de SIDA a principios de 1980, buscando los 
fármacos o combinaciones de fármacos más eficaces para este tratamiento. Una 
vez que la supervivencia de los pacientes de SIDA está superada, está cobrando 
mayor importancia la aparición de efectos adversos asociados al uso de estos 
fármacos. Así, se ha asociado la “Terapia Antirretroviral Combinada” con el 
desarrollo de efectos adversos.  
 
La mortalidad no asociada a SIDA en regiones con acceso al tratamiento está 
causada principalmente por cáncer (23,5 %), enfermedades cardiovasculares (15,7 %) 
y enfermedades hepáticas (14,1 %) (Maartens et al., 2014). Respeto a la mayor 
incidencia de eventos adversos cardiovasculares (Sabin et al., 2008, Bonnet et al., 
2002), se desconoce si se debe a la infección en sí misma, al incremento en el 
tiempo de vida de los pacientes, al tratamiento con la “Terapia Antirretroviral 
Combinada” o a una combinación de todos estos factores. Está ampliamente 
descrito que la infección por el VIH por sí misma está asociada con enfermedades 
cardiovasculares (Triant, 2012). Además, como la tasa de supervivencia es mayor, 
existe mayor probabilidad de desarrollar este tipo de efectos adversos. También se 
ha observado una correlación entre “Terapia Antirretroviral Combinada” y 
enfermedades cardiovasculares, existiendo estudios clínicos a este nivel              
(Friis-Moller et al., 2003, Currier et al., 2003), pero que no analizan de forma 
particular cada uno de los agentes que se administran en combinación.  
 
En la actualidad, existen 6 grandes grupos de fármacos antirretrovirales 
comercializados. Desde que se instauró la triple terapia, los fármacos más utilizados 
han sido los ITIAN, los ITINAN y los IP. Pero con el paso del tiempo y el desarrollo de 
nuevos medicamentos, han ido apareciendo en el mercado nuevos fármacos con 
una similar eficacia antiviral pero con una menor incidencia de reacciones adversas a 
todos los niveles. Así, con cierta periodicidad, van apareciendo guías terapeúticas en 





vida de los pacientes infectados por el VIH (Günthard et al., 2014, Panel de expertos 
de GeSIDA, 2015). En la actualidad se recomienda como pauta preferente la 
administración de 2 ITIAN en combinación con un antagonista CCR5, un ITINAN, un 
InInt o un IP. La elección de una u otra pauta depende de las características del 
paciente a tratar tanto a nivel del tipo de virus VIH con el que esté infectado como 
de las características personales de cada individuo a nivel genético y patológico. 
 
Respecto a los efectos adversos de la “Terapia Antirretroviral Combinada” a 
nivel cardiovascular, inicialmente se apuntó a los IP como los responsables ya que 
aumentan los niveles de lípidos (Friis-Moller et al., 2007), pero no podemos 
descartar al resto de grupos ya que esta terapia se administra generalmente en 
combinación de al menos 3 fármacos. 
 
A partir del año 2005 se inició una de las mayores polémicas en este campo al 
relacionar a ABC (fármaco ITIAN) con el desarrollo de infarto de miocardio, 
apareciendo estudios que corroboraban esta afirmación (Sanz, 2005, Bavinger et al., 
2013, Sabin et al., 2008, AIDS 2008 September 12, Obel et al., 2010, Lang et al., 2010, 
Durand et al., 2011) mientras que otros la contradecían (Cutrell et al., 2008, Brothers 
et al., 2009, Ribaudo et al., 2011, Bedimo et al., 2011). El primer paso en estas 
enfermedades cardiovasculares con componente inflamatorio lo constituye la 
interacción entre los leucocitos que circulan por el torrente sanguíneo con las 
células endoteliales que recubren el interior de los vasos sanguíneos a través de 
moléculas de adhesión expresadas en ambos tipos celulares (leucocitos y células 
endoteliales) y que permiten la interacción entre ellos. Así, en nuestro laboratorio 
nos planteamos analizar el efecto de este fármaco sobre este primer paso y 
demostramos que ciertos fármacos ITIAN, concretamente los análogos de purina 
ABC y ddI, inducen interacciones leucocito-endotelio (de Pablo et al., 2010, de Pablo 
et al., 2012, de Pablo et al., 2013) tanto in vitro como in vivo, mientras que los 





esta Tesis Doctoral nos planteamos extender el estudio al resto de grupos de 
fármacos antirretrovirales ya que se administran en combinación.  
 
Así, analizamos los siguientes fármacos: MVC (antagonista CCR5), EFV, NVP y 
RPV (ITINAN), RAL (InInt) y LPV, ATV y DRV (IP). Hemos utilizado concentraciones 
similares, o incluso mayores, a aquellas que se han documentado en pacientes que 
toman esta terapia (Waters et al., 2015, Burger et al., 2006, Cooper et al., 2007, 
Martinez-Rebollar et al., 2013, León et al., 2007, Boffito et al., 2011, Parks et al., 2007 
Moyle et al., 2009, Usach et al., 2013, Blas-García et al., 2014, Jamaluddin et al., 2010). 
Hemos usado dos aproximaciones experimentales comúnmente utilizadas para el 
análisis de la toxicidad vascular inducida por la administración de drogas: la 
microscopía intravital en mesenterio de rata (in vivo) y la adhesión dinámica en 
cámara paralela de flujo utilizando leucocitos y células endoteliales humanas (in 
vitro). La primera permite analizar con gran detalle el proceso inflamatorio 
evaluando la velocidad de rodamiento, el rodamiento, la adhesión y la migración de 
los leucocitos en vénulas de animales vivos anestesiados (Hughes et al., 2010, 
Masedunskas et al., 2012). En ella se utiliza la inyección intraperitoneal de drogas, 
una técnica usual en la microscopía intravital (Yamaki et al., 1998, Stalker et al., 
2003, Nabah et al., 2005) porque permite tanto analizar el efecto de los fármacos 
administrados a nivel local como periodos de incubación mayores que la 
superfusión (Hughes et al., 2010). La segunda es una aproximación dinámica 
experimental en la cual utilizamos muestras humanas: los leucocitos humanos 
pasan a través de una capa de células endoteliales reproduciendo los procesos de 
rodamiento y adhesión que preceden a la formación del proceso aterosclerótico 
(Sundstrom et al., 2003, Gallego et al., 1996). Así, la combinación de estas dos 
técnicas experimentales nos permite hacer un análisis más exhaustivo de los 
efectos proinflamatorios producidos por la administración de diferentes drogas.  
 
Este estudio muestra que concentraciones plasmáticas de los fármacos ITINAN 





DRV), inducen interacciones leucocito-endotelio in vivo. En particular, EFV, NVP y 
RPV inducen rodamiento y adhesión de leucocitos sobre vénulas mesentéricas de 
rata en el modelo animal descrito, mientras que el parámetro de migración 
leucocitaria únicamente es producido por EFV y NVP, pero no por RPV. El nivel de 
migración inducido por EFV es significativamente superior al producido por NVP. Los 
resultados de migración leucocitaria obtenidos por microscopía intravital fueron 
corroborados por tinción hematoxilina-eosina determinando la infiltración 
leucocitaria. La migración leucocitaria es un parámetro de gran relevancia ya que el 
movimiento de los leucocitos al tejido inflamado es considerado un punto 
irreversible - de no retorno - en la cascada vascular inflamatoria mientras que las 
fases precedentes de rodamiento y adhesión son fases reversibles (Muller, 2009).  
 
Respecto a los estudios in vitro, de nuevo EFV, NVP y RPV inducen interacciones 
leucocito (PMN y PBMC)-endotelio mientras que MVC, RAL, LPV, ATV y DRV no 
inducen estas interacciones.  Debido a que estas interacciones se deben a la 
expresión de moléculas de adhesión, éstas fueron analizadas. Así, EFV aumenta la 
expresión de Mac-1 (CD11b/CD18) y gp150,95 (CD11c/CD18) en neutrófilos y 
monocitos humanos, NVP no aumenta la expresión de ninguna de las moléculas 
analizadas y RPV aumenta la expresión de Mac-1 y gp150,95 en neutrófilos y 
únicamente CD11b en monocitos humanos. La interacción PBMC-endotelio parece 
ser menor que la producida por los tres fármacos analizados sobre la interacción 
PMN-endotelio. Esta diferencia entre la adhesión de PMN y de PBMC al endotelio 
podría ser resultado del hecho de que en la población total de PBMC que se 
superfunden sobre la cámara de flujo, sólo aproximadamente el 10% son monocitos; 
con lo cual la acción de estos últimos se ve ocultada por el 90% de los linfocitos que 
no se pueden adherir al endotelio debido a que no pueden expresar CD11b ni CD11c 
(Carlos et al., 1994). Ninguna de las moléculas de adhesión analizadas en linfocitos ni 
en células endoteliales ve modificada su expresión tras el tratamiento con EFV, NVP 





expresión de las moléculas de adhesión tanto leucocitarias como endoteliales 
analizadas in vitro. 
 
Cuando analizamos el papel funcional de las moléculas de adhesión sobre la 
interacción leucocito-endotelio inducida por los ITINAN, podemos ver que estas 
interacciones inducidas por EFV y RPV, pero no las inducidas por NVP, son revertidas 
completamente cuando usamos anticuerpos frente a CD11b, CD18 o ICAM-1 (CD54) 
in vivo. Una posible explicación para los resultados obtenidos para NVP es que este 
fármaco puede actúar a través de otras moléculas de adhesión - como P-Selectina - 
que están principalmente implicadas en el proceso de rodamiento leucocitario 
(Carlos et al., 1994). Nuestro análisis del papel de las moléculas de adhesión en el 
efecto de EFV y RPV sobre las interacciones leucocito-endotelio in vitro sugieren que 
Mac-1 (CD11b/CD18) y gp150,95 (CD11c/CD18) interactúan con su ligando endotelial 
ICAM-1 (CD54) debido a que el efecto de ambos fármacos sobre las interacciones 
leucocito-endotelio es completamente revertido cuando se usan anticuerpos frente 
a estas moléculas y además están también de acuerdo con los resultados de 
expresión de moléculas de adhesión obtenidos por citometría de flujo. El bloqueo 
de RPV en PBMC es parcial, aunque significativo, cuando se usa el anticuerpo 
bloqueante CD11c, hecho que está en concordancia con que RPV no aumenta la 
expresión de CD11c en monocitos humanos. Esta molécula se ha implicado en la 
migración de monocitos, hecho que también explica la disparidad en los resultados 
obtenidos con EFV y RPV sobre la migración leucocitaria (Sadhu et al., 2007). 
Además, aunque el papel de CD11b y CD11c en la adhesión y la migración era 
predecible, el rodamiento estaba establecido que estaba mediado por selectinas y/o 
VLA-4/VCAM-1 (Carlos et al., 2007). Sin embargo, hay una evidencia creciente de que 
las integrinas β2 también pueden participar en el rodamiento leucocitario en función 







Las integrinas β2 son receptores de adhesión celular que comparten la misma 
cadena β CD18, pero que tienen una distinta cadena α. Se han descrito 4 tipos de 
esta familia: αL (CD11a, LFA-1), αM (CD11b, Mac-1), αX (CD11c, gp150,95) y αD (CD11d) 
(Carlos et al., 1994). La expresión de CD11b y CD11c es mayoritaria en neutrófilos y 
monocitos, donde son movilizadas de vesículas secretoras de la superficie celular de 
estos dos tipos celulares a los pocos minutos tras la estimulación (Carlos et al., 
1994). La expresión de CD11c en linfocitos es limitada. El principal ligando de estas 
integrinas β2 es ICAM-1, que se expresa de manera constitutiva en la superficie del 
endotelio vascular (Carlos et al., 1994). Gp150,95 (CD11c/CD18) se ha relacionado con 
la fagocitosis, la presentación de los antígenos por parte de las células dendríticas y 
la respuesta inflamatoria (que incluye la migración de los monocitos) (Sadhu et al., 
2007). Mac-1 (CD11b/CD18) es la moléculas de adhesión que más se ha relacionado 
con la adhesión de neutrófilos y monocitos a las paredes vasculares, siendo también 
propuesta como el vínculo de unión entre adhesión celular y trombosis (Hirahashi et 
al., 2009). Mac-1 interacciona con ICAM-1 endotelial promoviendo la interacción 
entre los leucocitos circulantes y el endotelio (Ley et al., 2007). A su vez, Mac-1 
también interacciona con GPIbα expresada en las plaquetas, propiciando que los 
leucocitos y las plaquetas se unan entre ellos (Projahn et al., 2012). Así, las plaquetas 
van a jugar un papel muy importante, uniéndose entre ellas, uniéndose a leucocitos 
y/o a células endoteliales, favoreciendo también la unión entre ambos tipos 
celulares (Projahn et al., 2012, Gawaz et al., 2005) pudiéndose llegar a la formación 
del trombo y de la placa aterosclerótica. Existen pocos estudios que analicen el 
efecto de estos fármacos sobre la función plaquetaria (agregación plaquetaria, 
interacción leucocito-endotelio-plaqueta), parámetros en los que nuestro grupo de 
investigación está centrando el interés. 
 
EFV es uno de los fármacos del grupo de los ITINAN más empleados en la 
“Terapia Antirretroviral Combinada” y dentro de su grupo es el más utilizado. 
Inicialmente era considerado un fármaco muy seguro, pero con su uso han ido 





sistema nervioso. No existen apenas estudios concluyentes que correlacionen a EFV 
con la aparición de efectos adversos cardiovasculares (Worm et al., 2010) aunque un 
estudio sugiere que con el incremento en el tiempo de exposición a EFV aumenta el 
riesgo de padecer este tipo de enfermedades (Friis-Moller et al., 2007) y otro sí que 
lo relaciona directamente con un mayor riesgo de sufrir infarto agudo de miocardio 
(Durand et al., 2011). El hecho de que en este estudio se muestre que EFV induce 
interacciones leucocito-endotelio, no está en controversia con la casi total ausencia 
de estudios clínicos que afirmen taxativamente que el uso de EFV en pacientes 
infectados con VIH bajo tratamiento antirretroviral aumenta el riesgo de padecer 
enfermedades cardiovasculares. Por un lado, existen indicios que indicarían que 
este fármaco puede incrementar este riesgo como son el aumento en los niveles 
lipídicos, la permeabilidad vascular y la generación de radicales libres en pacientes 
bajo este tratamiento y un aumento de la relajación del endotelio vascular, 
fenómeno característico de disfunción vascular y por lo tanto de posibles 
afectaciones cardiovasculares (Tashima et al., 2003, Manfredi et al., 2005, Van Leth 
et al., 2004, Worm et al., 2010, Jammaludin et al., 2010, Mondal et al., 2004, Yeung et 
al., 2013). Por otro lado, este proyecto se analiza el posible efecto de EFV sobre el 
primer paso en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares                                        
- efecto proinflamatorio - por sí sólo, mientras que en los estudios clínicos que 
existen se analiza dicho parámetro en pacientes enfermos infectados por el VIH, 
que se ha demostrado que por sí mismo está asociado con el desarrollo de 
enfermedades cardiovasculares (Triant, 2012).  En este sentido hemos realizado 
estudios preliminares en nuestro laboratorio evaluando el efecto de EFV: 1) tras 
generar un sistema proinflamatorio en las células endoteliales y 2) tras generar un 
sistema proinflamatorio en las plaquetas. Hemos observado un papel 
antiinflamatorio de EFV, ya que el fármaco es capaz de revertir la expresión de 
ICAM-1, VCAM-1 y E-Selectina inducida en células endoteliales por TNF-α y de P-
Selectina inducida en plaquetas por PAF. Estos hechos podrían explicar, en cierta 
medida, el carácter proinflamatorio de EFV por sí sólo, mientras que el fármaco en 





tendría un cierto carácter antiinflamatorio, actuando como un fármaco protector en 
presencia de un estímulo previo. Este hecho no estaría en contradicción con que 
ICAM-1 participe en la interacción leucocito-endotelio inducida por EFV. Destacar 
que esta molécula de adhesión se puede expresar de forma constitutiva, con lo cual, 
que EFV revierta o inhiba su expresión en presencia de un estímulo proinflamatorio 
no va a impedir que a esta molécula se le unan sus ligandos leucocitarios Mac-1 o 
gp150,95 y que provoquen este proceso inflamatorio que produce EFV. 
 
En cuanto a NVP, aunque en este estudio ha resultado un fármaco que induce 
interacciones leucocito-endotelio, siempre se ha considerado un fármaco seguro a 
nivel cardiovascular. Un estudio ha demostrado que NVP no produce relajación ni 
disfunción del endotelio vascular arterial en mesenterio de rata (Yeung et al., 2013). 
Además, este fármaco se ha correlacionado con altos niveles de colesterol HDL, 
factor protector contra el desarrollo de enfermedades cardiovasculares (Souza et 
al., 2013) en comparación con el resto de fármacos ITINAN (Souza et al., 2013). RPV 
se está convirtiendo en el mayor competidor de EFV en cuanto a su uso ya que ha 
demostrado tener una eficacia similar a este último fármaco exhibiendo un perfil 
toxicológico más seguro a nivel cardiovascular. Debido a que es un fármaco de uso 
muy reciente, no existen estudios que evalúen su posible efecto sobre el desarrollo 
de enfermedades cardiovasculares. Así, existe un estudio clínico que confirma que 
el tratamiento con RPV posee una menor incidencia de efectos adversos 
cardiovasculares así como una mejoría en los parámetros lipídicos al cambiar de IP a 
este fármaco (Casado et al., 2013). 
 
Respecto al resto de fármacos analizados, existen evidencias que apuntan al 
receptor CCR5 y sus ligandos CCL3 (MIP-1α), CCl4 (MIP-1β) y CCL5 (RANTES) como 
los responsables de la iniciación y la progresión de la aterosclerosis (Jones et al., 
2011). Este dato implica un potencial uso de los antagonistas CCR5 (como MVC) 
como fármacos protectores a nivel cardiovascular. De hecho, existe un estudio 





aterosclerótica inducida por RTV (Cipriani et al., 2013). Aunque en nuestro 
laboratorio no hemos evaluado el carácter antiinflamatorio de MVC, ambos 
resultados apuntarían a un mejor perfil toxicológico a nivel cardiovascular de MVC. 
 
Con relación a los InInt, existen pocos estudios que analicen la relación entre 
RAL y el desarrollo de enfermedades cardiovasculares. En concreto, dos estudios 
clínicos han demostrado que este compuesto no tiene un impacto significativo 
sobre el riesgo cardiovascular, medido como disfunción endotelial (Gupta et al., 
2013, Hatano et al., 2012). Incluso uno de ellos propone efectos beneficiosos de este 
fármaco sobre la activación de los monocitos (medido como sCD14) (Gupta et al., 
2013) que está en corcondancia con nuestros datos. 
 
Con respecto a los IP, siempre se ha tenido especial precaución ya que estos 
fármacos se han correlacionando con la aparición de efectos adversos a nivel 
cardiovascular (Friis-Moller et al., 2010, Friis-Moller et al., 2003). LPV ha sido el 
fármaco más utilizado del grupo hasta hace muy poco tiempo y se ha demostrado 
que su uso puede aumentar el riesgo de sufrir enfermedades cardiovasculares 
afectando a la función endotelial celular, al estrés oxidativo y modificando 
marcadores de inflamación o senescencia (Auclair et al., 2014). Además produce una 
relajación del endotelio mediado por óxido nítrico y una disfunción vascular que 
conllevaría a efectos adversos cardiovasculares (Yeung et al., 2013). En estudios con 
modelos animales y en pacientes se ha demostrado que este fármaco es capaz de 
aumentar el colesterol LDL y los niveles de triglicéridos (Reyskens et al., 2013, Souza 
et al., 2013). Sin embargo, ATV y DRV han demostrado tener un perfil lipídico más 
favorable que el resto de los IP (Overton et al., 2012). De hecho, un estudio previo 
realizado en células endoteliales coronarias arteriales humanas ha demostrado que 
DRV mejor que ATV y a su vez mejor que LPV, no afecta a la función endotelial 
celular, al estrés oxidativo, ni modifica marcadores de inflamación o senescencia 
(Auclair et al., 2014). Sin embargo, los resultados de nuestro estudio no van en esa 





probablemente porque el efecto negativo de este grupo de fármacos se deba a la 
dislipidemia actuando sobre el perfil lipídico. Es por ello, que serían necesarios 
estudios a largo plazo para demostrar este hecho. 
 
Por otro lado, también quisimos analizar el efecto de las combinaciones de 
fármacos antirretrovirales que más se utilizan en la actualidad en la práctica clínica, 
para observar como interactúan conjuntamente. Observamos que únicamente las 
combinaciones que contienen ABC, EFV y RPV inducen interacciones             
leucocito-endotelio in vivo. TDF/FTC/EFV, ABC/3TC/EFV, TDF/FTC/RPV, ABC/3TC/RPV, 
ABC/3TC/ATV y ABC/3TC/DRV inducen rodamiento y adhesión en vénulas 
mesentéricas de rata in vivo. Sin embargo, únicamente TDF/FTC/EFV, ABC/3TC/EFV y 
ABC/3TC/RPV inducen migración leucocitaria, mientras que las combinaciones que 
contienen ATV y DRV, en combinación con ABC/3TC no inducen migración 
leucocitaria, sugiriendo que estos 2 IP estarían impidiendo la última fase irreversible 
de la interacción leucocito-endotelio, la migración. Las combinaciones TDF/FTC/ATV 
y TDF/FTC/DRV no modifican la interacción leucocito-endotelio in vivo. Este hecho 
está en concordancia con los resultados obtenidos en las tinciones         
hematoxilina-eosina de los mesenterios de los animales analizados, donde 
únicamente las combinaciones TDF/FTC/EFV, ABC/3TC/EFV y ABC/3TC/RPV inducen 
extravasación leucocitaria. Con respecto a los experimentos in vitro, obtenemos 
resultados similares que indican que únicamente las combinaciones que contienen 
ABC, EFV y RPV inducen interacciones leucocito-endotelio. Es decir, las 
combinaciones formadas por TDF/FTC/EFV, ABC/3TC/EFV, TDF/FTC/RPV, 
ABC/3TC/RPV, ABC/3TC/ATV y ABC/3TC/DRV inducen rodamiento y adhesión de 
leucocitos (PMN y PBMC) sobre células endoteliales humanas mientras que 
TDF/FTC/ATV y TDF/FTC/DRV no modifican estos parámetros. 
 
Dado que las enfermedades cardiovasculares son una causa importante de 
muerte entre los pacientes de edad normal que toman la “Terapia Antirretroviral 





resultados deben ser interpretados con precaución y cautela, se muestran 
evidencias de que los antagonistas CCR5, los InInt o los IP, o incluso el ITINAN RPV 
tienen mejor perfil proinflamatorio que los ITINAN EFV y NVP. Teniendo en cuenta 
su parecida eficacia para suprimir la replicación del virus, la toxicidad vascular de 
estos fármacos debería tenerse en cuenta a la hora de establecer una pauta 
posológica a un paciente infectado por el VIH, enfermo de SIDA y con riesgo de 






















































































1. EFV, NVP y RPV (ITINAN), pero no MVC (antagonista CCR5), RAL (InInt), LPV, 
ATV y DRV (IP) inducen interacción leucocito-endotelio a dosis clínicamente 
relevantes. In vivo, producen rodamiento, adhesión y migración leucocitaria 
en vénulas mesentéricas de rata, excepto RPV, que sólo induce rodamiento y 
adhesión leucocitaria. In vitro, estos tres fármacos producen rodamiento y 
adhesión de leucocitos (PMN y PBMC) sobre HUVEC. 
 
2. EFV, pero no NVP, RAL MVC, LPV, ATV y DRV, provocan un aumento de la 
expresión de CD11b, CD11c y CD18 en neutrófilos y monocitos. RPV produce 
un aumento de la expresión de CD11b, CD11c y CD18 en neutrófilos, y 
únicamente CD11b en monocitos, no aumentando la expresión de CD11c y 
CD18 en este tipo celular. Ninguno de los fármacos analizados induce la 
expresión de otras moléculas de adhesión leucocitarias (LFA-1, CD49d o        
L-Selectina) o endoteliales (ICAM-1, VCAM-1 o E-Selectina), ni ninguna de las 
moléculas de adhesión leucocitarias en linfocitos. 
 
3. El tipo celular implicado en la infiltración leucocitaria inducida por EFV y NVP 
in vivo es mayoritariamente el de los neutrófilos. 
 
4. Los efectos proinflamatorios de EFV y RPV in vivo e in vitro, pero no los de 
NVP, se deben a la interacción entre las moléculas de adhesión leucocitarias 
Mac-1 y gp150,95 con su ligando endotelial ICAM-1. 
 
5. Las combinaciones de antirretrovirales TDF/FTC/EFV, ABC/3TC/EFV, 
TDF/FTC/RPV, ABC/3TC/RPV, ABC/3TC/ATV y ABC/3TC/DRV, pero no 
TDF/FTC/ATV y TDF/FTC/DRV, inducen interacción leucocito-endotelio. In vivo, 
producen rodamiento, adhesión y migración leucocitaria en vénulas 
mesentéricas de rata, si bien las combinaciones TDF/FTC/RPV, ABC/3TC/ATV y 
ABC/3TC/DRV no modifican el parámetro de migración leucocitaria. In vitro, 





ABC/3TC/ATV y ABC/3TC/DRV  producen rodamiento y adhesión de leucocitos 
(PMN y PMBC) sobre HUVEC. 
 
6. Como en el caso anterior, el tipo celular implicado en la infiltración 
leucocitaria producida por las citadas combinaciones in vivo es 
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Objectives: Cardiovascular (CV) toxicity associated with combined antiretroviral therapy 
(cART) has been attributed mainly to nucleoside reverse transcriptase inhibitors (specifically 
abacavir and didanosine), though particular drugs from other families (CCR5 antagonists, 
protease inhibitors, integrase strand transfer inhibitors or non-nucleoside reverse transcriptase 
inhibitors) may also produce this side effect as they are administered in combination. This study 
evaluates the actions of clinically relevant concentrations of maraviroc, atazanavir, darunavir, 
raltegravir and rilpivirine in the early phases of vascular responses (leucocyte-endothelium 
interactions) previously shown to be altered by abacavir.   
Methods: The effects of the different drugs were analysed in vivo in rat mesenteric vessels 
using intravital microscopy and in vitro in human cells (interactions of leucocytes with 
HUVEC) by means of a flow chamber system. The expression of adhesion molecules in 
leucocytes and endothelial cells was studied by flow cytometry,  
Results: Rilpivirine and abacavir increased rolling flux and adhesion of leucocytes in vivo and 
in vitro, but maraviroc, atazanavir, darunavir or raltegravir did not produce these effects. 
However, while abacavir induced emigration in rat venules, rilpivirine did not. Rilpivirine 
augmented the expression of CD11b, CD11c and CD18 on human neutrophils. Abacavir 
replicated these effects on CD11b and CD18 and also induced expression of these two 
molecules in human monocytes, while rilpivirine only increased that of CD11b. The action of 
rilpivirine was reversed by antibodies against Mac-1 (CD11b/CD18), gp150,95 (CD11c/CD18) 
or ICAM-1 (CD54).  
Conclusions: Our results suggest that maraviroc, atazanavir, darunavir and raltegravir, and even 
rilpivirine, could be safer alternatives to abacavir in terms of their vascular side effects.  
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Current pharmacological treatment of the HIV infection, known as combined antiretroviral 
therapy (cART), is associated with toxic effects that determine the initial selection of treatment 
and/or subsequent changes in the therapy 
1, 2
. cART involves the administration of at least three 
antiretroviral (ARV) drugs. Practically every recommended ARV combination consists of two 
nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NRTIs), while the third component is a non-
nucleoside reverse transcriptase inhibitor (NNRTI) or a protease inhibitor (PI) 
2, 3
. In the most 
recent guidelines, the predominance of this third drug has been challenged by the arrival of new 
ARVs like the PI darunavir, the integrase strand transfer inhibitors (INSTI) raltegravir, 
elvitegravir and dolutegravir or the NNRTI rilpivirine 
2, 3
 which claim to have similar efficacy 
and virological suppression and a safer toxicological profile 
2-5
. 
There is growing awareness of the association of some ARV with cardiovascular (CV) diseases, 
which is of concern given that this therapy is for life and that, as the HIV-infected population 
grows older, it will become increasingly at risk of developing such conditions. Clinical evidence 
has put the spotlight on NRTIs, in particular abacavir and didanosine, as the main culprits of CV 
toxicity 
6
, though a role for CCR5 antagonists, PIs, INSTIs or NNRTIs has not been ruled out 
1, 
7. “The Data collection and Adverse events of anti-HIV Drugs study group” (D:A:D) reported in 
2008 that current or recent (≤6 months) exposure to abacavir was associated with a two-fold 
increase in the risk of myocardial infarction, fact that was extended  to didanosine, another 
NRTI analogue of purine 
8
. A great controversy was generated since then because some studies 
confirmed this relationship 
9-11
, while others did not 
12-14
. Despite the lack of a consensus, 
clinical guidelines now recommend limited use of ABC when there is a risk of CV disease 
2, 3
. 
An increase in vascular permeability coupled with leucocyte infiltration is a hallmark of the 
inflammation that underlies vascular diseases and, indeed, the HIV-infection itself. This 
recruitment of white cells involves a sequential cascade of adhesive interactions between 
leucocytes and endothelial cells that begins with enhanced rolling and leads to the adhesion and 




subsequent endothelial transmigration of these white cells in a process mediated by the adhesion 
molecules present on both cell populations 
15
. Recent in vitro and in vivo data suggest that 
abacavir and didanosine induce such leucocyte-endothelium interactions 
16, 17
, and that the effect 
of abacavir is mediated by an interaction of Mac-1 with ICAM-1. 
In this study, we have analysed the in vivo and in vitro vascular toxicity of darunavir, raltegravir 
and rilpivirine by evaluating their direct effects during the early phases of vascular responses 
(leucocyte rolling, adhesion and emigration) previously shown to be altered by abacavir 
16, 17
. To 
provide a comprehensive profile we have included other important drugs used in cART, such as 
maraviroc, a CCR5 antagonist, and atazanavir, another PI.  
 
2. MATERIALS AND METHODS 
2.1. Intravital microscopy 
Leucocyte-endothelial cell interactions were evaluated in fasted male Sprague-Dawley rats 
(200-250 g) following a standard experimental technique 
17, 18
. In brief, rats were anaesthetised 
with sodium pentobarbital [65 mg/kg, intraperitoneally (i.p.)] and, following a midline 
abdominal incision, a segment of the midjejunum was exteriorized and placed on an optically 
clear viewing pedestal at 37ºC for tissue transillumination. The exposed mesentery was 
visualized using an orthostatic microscope (Nikon Optiphot-2, SMZ1, Nikon, Badhoevedor, 
The Netherlands) equipped with 20x objective lens (Nikon SLDW) and 10x eyepieces, during 
which time it was continuously superfused with bicarbonate buffer saline (BBS; pH 7.4, 37ºC, 2 
mL/min). A video camera (Sony SSC-C350P; Sony, Koeln, Germany) mounted on the 
microscope projected images onto a computer. Single unbranched mesenteric venules were 
selected and their diameters (25 to 40 µm) measured online using a video caliper 
(Microcirculation Research Institute, Texas A&M University, College Station, TX).  
Haemodynamic parameters were analysed as previously described 
17, 18
. Images of the vessels 
were captured digitally for playback analysis (final magnification of the computer screen: x 




1300) of leucocyte parameters. Rolling flux was assessed by counting the number of leucocytes 
passing a reference point in the vessel per min. Leucocyte rolling velocity was defined as the 
time required for these cells to travel along 100 m of the venule and was expressed as m/s. A 
leucocyte was considered to have adhered to the endothelium if it remained stationary for a 
period equal to or exceeding 30 s, and the number of these leucocytes was expressed per 100 
µm of vessel. Leucocyte emigration was evaluated as the total number of interstitial leucocytes 
per field. In some cases, the area of the mesentery selected for the experiment was excised, 
fixed with paraformaldehyde (4% in PBS, pH 7.4) and stained with hematoxylin and eosin. The 
preparation was subsequently observed under a clear field microscope (63x), and the infiltrated 




) and classified morphologically as PMN 
leucocytes, macrophages or lymphocytes by an observer who was unaware of the treatment in 
question. Animals were injected (2.5 mL, i.p.) with saline, vehicle (methanol or DMSO) or a 
solution containing one of the following ARV: maraviroc (2.5 µg/mL equivalent to 35 µg/kg), 
atazanavir (18 µg/mL, 250 µg/kg), darunavir (14 µg/mL, 190 µg/kg), raltegravir (2.5 µg/mL, 30 
µg/kg) or rilpivirine (0.1-0.4 µg/mL, 1-5 µg/kg). The effects of these ARV drug solutions were 
compared with that of abacavir at 5 µg/mL, a clinically relevant concentration that has 
consistently been shown to induce leucocyte-endothelial cell interactions in vivo 
17
. Maraviroc 
was dissolved in methanol, atazanavir, darunavir, raltegravir and rilpivirine in DMSO and 
abacavir in sterile water. The i.p. injection of drug solutions is a common practice in intravital 
microscopy 
18-21
, as it allows longer incubation periods than superfusion 
22
 and is thus more 
suited to lengthier time-course studies such as the present one.  Images (5-min period) were 
recorded 4 h later and evaluated by an observer who was blind to the treatment. All doses were 
representative of plasma concentrations in patients 
4, 23-27
. Care was taken at each stage of the 
experiment to avoid any suffering by the animals. Procedures followed Spanish law concerning 
the use of experimental animals and were approved by the Ethics Committee of the Faculty of 
Medicine of the University of Valencia (Spain).  




2.2. Endothelial cell culture and leucocyte isolation 
Human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) were harvested from freshly obtained 
umbilical cords as previously described 
28, 29
 and passage 1 cells were subsequently employed in 
the experiments. Human peripheral blood polymorphonuclear (PMN) or mononuclear (PBMC) 
cells were isolated from whole blood drawn from healthy volunteers and anticoagulated with 
sodium citrate 
16
. Leucocytes and HUVEC were treated independently (4 h, 37ºC) with medium, 
vehicle (methanol or DMSO), maraviroc (2.5 µg/mL), atazanavir (18 µg/mL), darunavir (14 
µg/mL), raltegravir (2.5 µg/mL) or rilpivirine (0.1-0.4 µg/mL) and the effects compared with 
those of abacavir at 5 µg/mL, a clinically relevant concentration that has consistently been 
shown to induce leukocyte-endothelial cell interactions in vitro 
16, 17
. The aforementioned 
concentrations were employed because they mimic clinically relevant plasma levels. The 
Medical Ethics Committee of the Hospital Clínico Universitario de Valencia approved the 
study, and the experiments were conducted in accordance with the Declaration of Helsinki after 
obtaining the written informed consent of each participant.  
 
2.3. Dynamic adhesion assay under flow conditions 
The characteristics of the parallel plate flow chamber model used in this study have been 
described previously 
16, 30, 31
. In brief, coverslips [fibronectin (5 g/mL)-coated] containing 
confluent HUVEC monolayers were inserted in the chamber (37
o
C) and a portion (5 x 25 mm) 
was exposed to the flow. The chamber was mounted on an inverted microscope (Nikon Eclipse 
TE 2000-S, x40, Amstleveen, The Netherlands) with a video-camera (Sony Exware HAD, 












 cells/mL, respectively, and were drawn across the monolayer (flow rate 0.36 mL/min, 
shear stress 0.7 dyne/cm
2
). Images of a single field were recorded for 5 min and leucocyte 
parameters were determined. Rolling flux was calculated by counting the number of cells rolling 




across 100 m2 of the monolayer during a 1-min period. The velocities of 20 consecutive 
leucocytes in the field of focus were determined by measuring the time required to travel 100 
m. Adhesion was determined after 5 min of perfusion by analysis of 5-10 high power (40x) 
fields. Leucocytes were considered to be adherent after 30 s of stable contact with the 
monolayer.  
 
2.4. Flow cytometry: Expression of adhesion molecules  
The expression of human leucocyte adhesion molecules was analysed in blood samples and that 
of endothelium molecules was quantified in confluent HUVEC. Blood samples (4 h, 37ºC) and 
endothelial cells were treated (4 h or 24 h, 37ºC) with the different ARV drugs and then 
incubated with saturating amounts of the antibodies (20 min, 4ºC, in darkness). Subsequently, 
the samples were fixed and identified in a flow cytometer (FACScalibur Flow Cytometer, BD, 
Madrid, Spain) 
18
. Surface antigen expression [Fluorescein isothyocianate (FITC) or 
phycoerythrin (PE)-fluorescence] was analysed in granulocytes, monocytes and lymphocytes, 
which were identified by their specific features of size (forward-angle light scatter [FS]) and 
granularity (side-angle light scatter [SS]). HUVEC were also recognized by their FS and SS 
characteristics. Median fluorescence FITC or PE-intensity was employed as a marker of the 
expression of the respective epitope.  
 
2.5. Functional role of adhesion molecules 
This was assessed in both in vivo and in vitro settings by blocking the adhesion molecules with 
specific antibodies. For the in vivo experiments, antibodies were injected through the tail vein 
30 minutes before rilpivirine administration, as previously described 
32, 33
, at doses that have 
been shown to block the in vivo function of the adhesion molecules analysed in the current 
study [2 mg/kg for WT-5 (antirat Mac-1, CD11b), and 1 mg/kg for WT-3 (antirat β2-integrins, 
CD18) and for 1A29 (antirat ICAM-1, CD54)] or with control antibodies [2 mg/kg for IgA and 




1 mg/kg for IgG1] 
17
. To rule out a direct effect of the mAbs on circulating leucocytes, portal 
blood samples were obtained and their number evaluated after the intravital measurements. For 
the in vitro experiments, prior to treatment with rilpivirine, PMN and PBMC were pre-treated 
with anti-lymphocyte function-associated antigen-1 (CD11a-LFA-1, 10 µg/mL), anti-
macrophage-1 antigen (CD11b-Mac-1, 20 µg/mL), anti-alpha-X integrin (CD11c-gp150,95, 10 
µg/mL), anti-β2 integrins (CD18, 10 µg/mL) or control antibodies (IgG1, 10 µg/mL) for 20 
minutes at 4ºC in darkness. Prior to drug administration, HUVEC monolayers were pre-treated 
with anti-intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1-CD54, 20 µg/mL) or control antibodies 






Lysis solution, FITC and PE conjugated antibodies, blocking antibodies for in vivo experiments 
and blocking antibody against CD54 for in vitro experiments (BD Bioscience, Madrid, Spain); 
blocking antibodies against CD11a, CD11b and CD18 for in vitro experiments (Merck 
Millipore, Darmstadt, Germany), blocking antibody against CD11c for in vitro experiments 
(bioNova cientíca s.l., Madrid, Spain),  Dulbecco's PBS with (DPBS
+







, EGM-2 culture media and foetal bovine serum (Lonza, Barcelona, Spain); human 
serum albumin (HSA, albuminate 25%), RPMI1640 supplemented with 20 mM HEPES, HBSS, 
fibronectin, dextran and hematoxylin (Sigma Chemical Co, Madrid, Spain); Eosin (Panreac, 
Barcelona, Spain); Ficoll-Paque TM Plus (GE Healthcare, Valencia, Spain); coverslips (Nunc, 
Thermo Fisher Scientific, Madrid, Spain); PBS, collagenase, and trypsin (Gibco, Invitrogen, 
Barcelona, Spain); ARVs (Sequoia Research Products, Pangbourne, UK); Sprague-Dawley Rats 
(Charles River Laboratories, Barcelona, Spain) and pentobarbital (Guinama, Valencia, Spain).  
 
 




2.7. Statistical analysis 
One-way ANOVA with a Newman-Keuls post-test correction was employed for statistical 
analysis (mean  S.E.M, n≥4, p < 0.05). 
 
3. RESULTS 
3.1. Leucocyte-endothelial cell interactions 
In rat postcapillary venules in vivo, rilpivirine provoked a significant and dose-dependent 
decrease in leucocyte rolling velocity (Fig 1A) and an increase in rolling flux (Fig 1B) and 
adhesion (Fig 1C) to levels similar to those induced by abacavir at clinically relevant 
concentrations. However, while abacavir triggered emigration (Fig. 1D), rilpivirine had no 
effect on this parameter, even at high concentrations. This difference was reproduced when 
mesenterial leucocyte infiltration was measured by hematoxylin-eosin staining, which 
confirmed that rilpivirine had no significant effect (2.0±0.6 vs 0.8±0.1 leucocytes per field in 
DMSO-treated animals) (Fig 2H), while abacavir produced a significant increase in this 
parameter (15.1±4.1** vs 0.5±0.3 leucocytes per field in methanol-treated animals, p<0.01) (Fig 
2I). None of the other agents analysed (maraviroc, atazanavir, darunavir or raltegravir) 
generated leucocyte-endothelial interactions (Fig 1 and 2). Systemic haemodynamic parameters 
were not modified by any of the compounds evaluated (data not shown).  
In human cells in vitro, rilpivirine induced a decrease in rolling velocity (Fig 3A and 3B) and an 
increase in rolling flux (Fig 3C and 3D) and adhesion (Fig 3E and 3F) of both PMN and PBMC. 
These effects were reproduced with abacavir, while none of the other compounds induced any 
modification in said parameters.  
 
3.2. Expression of adhesion molecules 
Rilpivirine augmented the expression of CD11b, CD11c and CD18 on human neutrophils, as 
measured by flow cytometry. These effects were replicated by abacavir in CD11b and CD18; 




however, while the latter drug also induced expression of these two molecules in human 
monocytes, rilpivirine only augmented that of CD11b (Fig 4). Neither rilpivirine nor abacavir 
affected the expression of CD11a, CD49d or CD62L (L-selectin) in neutrophils or monocytes 
(Table S1). Maraviroc, atazanavir, darunavir and raltegravir did not modify the expression of 
any of the adhesion molecules analysed on neutrophils or monocytes (Fig. 4 and Table S1). 
Finally, none of the agents evaluated had any effect on the adhesion molecules of lymphocytes 
(data not shown) or human endothelial cells (Table S2), while at 24 h only abacavir augmented 
the expression of ICAM-1 and VCAM-1 on endothelial cells (Table S2).   
 
3.3. Role of adhesion molecules in rilpivirine-induced rolling and adhesion 
The effects of rilpivirine on rolling and adhesion were not apparent in vivo in rat postcapillary 
venules when animals were pre-treated with antibodies against Mac-1 (CD11b), β2 integrins 
(CD18) or ICAM-1 (CD54) (Fig 5). Neither haemodynamic parameters nor the systemic 
leucocyte count was affected by any of the antibodies employed (data not shown). The in vitro 
results confirmed these findings, as rilpivirine-induced PMN-endothelium interactions were 
avoided by blocking Mac-1 (CD11b), gp150,95 (CD11c), β2 integrins (CD18) or their ligand 
ICAM-1 (CD54), but not by neutralizing LFA-1 (CD11a) (Fig 6A, 6C and 6E). Rilpivirine-
induced PBMN-endothelium interactions were prevented by blocking the same adhesion 
molecules, but the reversal was only partial when CD11c was blocked (Fig 6B, 6D and 6F).  
 
4. DISCUSSION  
The attenuation of drug-induced side-effects has become a priority when selecting 
pharmacological  treatment for HIV patients, with susceptibility to cardiovascular side effects 
being a factor of growing importance given the rising age of otherwise well-controlled patients. 
One of the more sound controversies in the area of HIV treatment has been the evidence for CV 
toxicity for abacavir. However, despite the lack of a consensus, clinical guidelines now 




recommend limited use of ABC when there is a risk of CV disease 
2, 3
. Previous studies in our 
laboratory have demonstrated that certain ARVs, in particular, abacavir and didanosine, induce 
leucocyte-endothelial cell interactions 
16, 17
. The results in question were obtained employing the 
same experimental set-ups as we have used here which are procedures that have been 
instrumental in understanding the inflammatory cascade associated with vascular diseases and 




There have been commercialized new antiretrovirals which claim to have safe CV profiles while 
maintain antiviral efficacy 
2, 3
. In the present study, we have employed concentrations of 
maraviroc (2.5 µg/mL), atazanavir (18 µg/mL), darunavir (14 µg/mL), raltegravir (2.5 µg/mL), 
rilpivirine (0,1-0.4 µg/mL) or abacavir (5 µg/m/L) similar to or higher than those frequently 
reported in patients (0.2, 6.3, 7.1, 0.9, 0.6 or 3.9 µg/mL respectively) 
4, 23-27
. Therefore, we 
assume that we are dealing with clinically relevant concentrations. We observed that maraviroc, 
atazanavir, darunavir and raltegravir did not induce leukocyte rolling, adhesion or emigration, 
which points to a better profile than that of abacavir. Although exhibiting none of the actions of 
abacavir on leucocyte emigration, rilpivirine, one of the former third drug more used, did induce 
significant effects on earlier steps of leucocyte recruitment in vivo. This difference between the 
two drugs is of particular relevance, as emigration is considered the definitive step in the 
vascular inflammatory cascade, while the preceding phases (rolling and adhesion) are 
reversible. Rilpivirine, but not maraviroc, atazanavir, darunavir or raltegravir, also induced 
human leucocyte (PMN or PBMC) rolling and adhesion in vitro and enhanced the expression of 
CD11b, CD11c and CD18 on human neutrophils, and only CD11b in monocytes. Nevertheless, 
abacavir reproduced this increment in the expression of only CD11b and CD18 in human 
neutrophils and monocytes. When the functional implication of adhesion molecules was 
evaluated, the rolling and adhesion induced by rilpivirine was reversed by pre-treatment, both in 
vitro and in vivo, with antibodies against CD11b, CD18 or ICAM-1 (CD54). Although an in 




vivo analysis would have been interesting, the role of CD11c was evaluated in human cells only 
due to the lack of availability of a commercially-marketed rat-blocking antibody against this 
molecule (this molecule is responsible for rilpivirine-induced PMN and PBMC-endothelial 
interactions totally or partially, respectively). Our results suggest that both β2-integrins - 
gp150,95 (CD11c/CD18) and Mac-1 (CD11b/CD18) - mediate these steps by interacting with 
their endothelial ligand ICAM-1 (CD54) constitutively expressed. On the other hand, the 
disparities in the effects of rilpivirine and abacavir on emigration may be a result of their 
differential actions on endothelial adhesion molecules (ICAM-1 and VCAM-1) 
15
. Thus, while 
abacavir induced an increment on the expression of these molecules, rilpivirine did not. To our 
knowledge, our study is the first to analyse the vascular profile of rilpivirine, and our results 
complement preliminary clinical evidence which suggest that the adverse effects related with 
dyslipidemia are less common with rilpivirine, this drug produces minimal changes in total 
cholesterol, low-density lipoprotein-cholesterol, high density lipoprotein cholesterol and 
triglycerides in comparison with other antiretrovirals 
41
. 
Interestingly, evidence is emerging supporting a role for the chemokine receptor CCR5 and its 
ligands CCL3 (MIP-1α), CCL4 (MIP-1β) and CCL5 (RANTES) in the initiation and 
progression of atherosclerosis 
42
. Such data imply a potential use for CCR5 antagonists (such as 
maraviroc) as cardiovascular-protective drugs. Indeed, a previous study in mice has shown that 
maraviroc reduces ritonavir-induced atherogenesis and advanced plaque progression 
43
. The 
results we have obtained with this compound are of no use for validating this hypothesis, since 
we have evaluated the direct proinflammatory properties of the compounds rather than how they 
modulate inflammation generated by other stimuli. 
Warnings have been issued concerning the risk of cardiovascular toxicity with some protease 
inhibitors such as lopinavir and ritonavir 
44-46
. However, in our experiments, we did not observe 
toxic vascular effects with atazanavir or darunavir, probably because the negative effects of PIs 
on CV risk are a result of dyslipidaemia. Furthermore, darunavir and atazanavir have been 




shown to have more favourable lipid profiles than older PIs 
47
; indeed, a previous study with 
human coronary artery endothelial cells has demonstrated that darunavir, unlike atazanavir and 
lopinavir, does not affect endothelial cell function, oxidative stress, inflammation or senescence 
markers 
48
.   
Finally, there is very little available data regarding raltegravir. Two clinical studies have 
demonstrated that this compound does not have a significant impact on cardiovascular risk 
(assessed according to endothelial function) 
49, 50
, and one of them even suggested beneficial 
effects of raltegravir on monocyte activation (measured as sCD14) 
49
. These studies are in 
keeping with our results.  
 
5. CONCLUSIONS 
Given that CV disease is the most prevalent cause of death among the normal-aged population, 
any hint that these new anti-HIV drugs are associated with CV disease is of relevance. Although 
our results should be interpreted with caution, they provide evidence that maraviroc, atazanavir, 
darunavir, raltegravir, and even rilpivirine, could be safer alternatives to abacavir due to the fact 
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Figure 1. Effects of antiretrovirals on leucocyte responses in rat mesenteric postcapillary 
venules. Animals were treated (i.p.) with maraviroc (MRV, 2.5 µg/mL), atazanavir (ATV, 18 
µg/mL), darunavir (DRV, 14 µg/mL), raltegravir (RAL, 2.5 µg/mL), rilpivirine (RPV, 0.1-0.4 
µg/mL), abacavir (ABC, 5 µg/mL), control or the corresponding vehicle (MRV in methanol; 
ATV, DRV, RAL and RPV in DMSO; ABC in sterile water). Responses of leucocyte rolling 
velocity (A), rolling flux (B), adhesion (C) and emigration (D) were quantified 4 hours later. 
Results are mean ± SEM, n=4-5. **p<0.01 vs. corresponding value in control-treated group 
(ANOVA followed by Newman-Keuls test).   
 
Figure 2. Leucocyte infiltration in the mesentery of rats treated with antiretrovirals. 
Animals were treated (i.p.) with maraviroc (MRV, 2.5 µg/mL), atazanavir (ATV, 18 µg/mL), 
darunavir (DRV, 14 µg/mL), raltegravir (RAL, 2.5 µg/mL), rilpivirine (RPV, 0.1-0.4 µg/mL), 
abacavir (ABC, 5 µg/mL), control or the corresponding vehicle (MRV in methanol; ATV, DRV, 
RAL and RPV in DMSO and ABC in sterile water) during a 4-hour period.  The mesentery 
selected for intravital experiments was excised, fixed with paraformaldehyde and stained with 
hematoxylin and eosin, and the number of infiltrated leucocytes (neutrophils, monocytes or 




 in saline-, methanol-, DMSO-, MRV 5 
μM-, ATV 25 μM-, DRV 5 μM-, RAL 5 μM-, RPV 1 μM- and ABC 10 μM-treated animals. 
Arrows denote examples of infiltrated neutrophils. Bar = 50 μm. 
 
Figure 3. Effects of antiretrovirals on PMN-endothelial cell interactions and PBMC-
endothelial cell interactions.  Human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) and 
leucocytes (PMN or PBMC) were incubated for 4 hours with maraviroc (MRV, 2.5 µg/mL), 
atazanavir (ATV, 18 µg/mL), darunavir (DRV, 14 µg/mL), raltegravir (RAL, 2.5 µg/mL), 




rilpivirine (RPV, 0.1-0.4 µg/mL), abacavir (ABC, 5 µg/mL), control or the corresponding 
vehicle (MRV in methanol; ATV, DRV, RAL and RPV in DMSO and ABC in sterile water). 
After assembling the flow chamber, PMN rolling velocity (A), rolling flux (C) and adhesion (E) 
and PBMC rolling velocity (B), rolling flux (D) and adhesion (F) were quantified. Results are 
mean ± SEM, n=4-6. **p<0.01 vs. corresponding value in control-treated group (ANOVA 
followed by Newman-Keuls test).   
 
Figure 4. Effects of antiretrovirals on the expression of CD11b, CD11c and CD18 on 
neutrophils and monocytes of human blood. Whole blood was treated with maraviroc (MRV, 
2.5 µg/mL), atazanavir (ATV, 18 µg/mL), darunavir (DRV, 14 µg/mL), raltegravir (RAL, 2.5 
µg/mL), rilpivirine (RPV, 0.1-0.4 µg/mL), abacavir (ABC, 5 µg/mL), control or the 
corresponding vehicle (MRV in methanol; ATV, DRV, RAL and RPV in DMSO and ABC in 
sterile water). 4 hours later, the blood was treated with CD11b mAb, CD11c mAb, CD18 mAb 
or the corresponding control mAb conjugated with FITC or PE. 30 minutes later, the samples 
were lysed with lysing solution and  processed in the cytometer.  Results are mean ± SEM, n=4. 
*p<0.05 or **p<0.01 vs. corresponding % value in DMSO-treated group (ANOVA followed by 
Newman-Keuls test). 
 
Figure 5. Role of Mac-1 and ICAM-1 in rilpivirine-induced leucocyte-endothelium 
interactions in rat mesenteric postcapillary venules. Rats were treated (i.p.) with rilpivirine 
(RPV, 0.2 µg/mL), control or its vehicle (DMSO). Some animals were pre-treated (i.v.) with 
anti-CD11b mAb, anti-CD18 mAb, anti-ICAM-1 or the corresponding control mAbs 30 minutes 
before administration of RPV. 4 hours later, responses of leucocyte rolling velocity (A), rolling 
flux (B), adhesion (C) and emigration (D) were quantified. Results are mean ± SEM, n=4. 
**p<0.01 vs. corresponding value in DMSO-treated group and ++p<0.01 vs. corresponding 
value in RPV-treated group (ANOVA followed by Newman-Keuls test). 




Figure 6.  Role of Mac-1, gp150,95 and ICAM-1 on PMN-endothelial cell interactions and 
PBMC-endothelial cell interactions induced by rilpivirine. Human umbilical vein 
endothelial cells (HUVEC) and leucocytes (PMN or PBMC) were treated for 4 hours with 
rilpivirine (RPV, 0.2 µg/mL), control or its vehicle (DMSO).  Some PMN or PMBC were pre-
treated with anti-CD11a mAb, anti-CD11b mAb, anti-CD11c mAb or anti-CD18 mAb and, 
some HUVEC were pre-treated with anti-ICAM-1 mAb 30 minutes before treatment with RPV. 
After assembling the flow chamber, PMN rolling velocity (A), rolling flux (C) and adhesion (E) 
and PBMC rolling velocity (B), rolling flux (D) and adhesion (F) were quantified. Results are 
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